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1.1. La enfermedad de Chagas. 
1.1.1. Caracteristicas, 
La enfermedad de Chagas (tripanosorniasis americana), cuyo agente etiologico es 
el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, es endemica en el centro y sur del continente 
americano. Se ha estimado que afecta entre 15 y 20 rnillones de personas. En nuestro pais, 
el total de infectados alcanzaria a 2300000 personas, aproximadamente el 7-8% del total 
de la poblacion (Storino y Milei, 1994; Segura, 1995). Es por ello que, desde el punto de 
vista sanitaria, el estudio de la enfermedad de Chagas reviste gran importancia. 
El ciclo de vida del T. cruzi incluye el pasaje obligatorio del parasito a travks de 
hukspedes vertebrados e invertebrados, en 10s que atraviesa diferentes estadios evolutivos. 
El vector de la enfermedad es la vinchuca (Triatoma infestans), un insecto hematofago. 
A1 picar a un organism0 infectado, 10s tripomastigotes ingeridos por el insecto se 
diferencian en la forma proliferativa llamada epimastigote. A1 llegar a la parte posterior 
del intestino del insecto, 10s epirnastigotes se diferencian en tripomastigotes metaciclicos. 
Cuando la vinchuca pica nuevamente, deja a1 T. cruzi sobre la piel, junto con sus heces. 
De esta forma el parasito entra en la lesion y circula por la sangre de su huesped como 
tripomastigote penetrando en el citoplasma celular donde transcurre la diferenciacion a 
la forma amastigote, la cud, despub de varios ciclos reproductivos, se transforma en la 
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forma tripomastigote responsable de la diserninacion de la infeccion. Durante la 
parasiternia, 10s tripanosomas pueden ser transmitidos a otro huesped ya sea a traves del 
insecto vector o por transfusion sanguinea. 
En 10s seres humanos, la enfermedad se inicia con una fase aguda de 
aproximadamente dos meses de duration. En la mayoria de 10s afectados es asintomatica, 
a pesar de que, en algunos casos, puede provocar la muerte (especialmente en niiios). 
Pasada la primera etapa, la enfermedad ingresa en un periodo de incubacion, tambien 
asintodtico, que puede durar afios. Transcurrido ese periodo, la enfermedad entra en la 
etapa cronica, caracterizada por lesiones cardiacas severas (peligrosas arritmias y bloqueo 
circulatorio de la rama derecha) y trastornos digestivos (mega-colon y mega-esofago) o 
neurologicos (Storino y Milei, 1994). 
1.1.2. Ouimioterapia de la enfermedad de Chagas. 
Hasta el presente, no existe un f h a c o  eficiente para atacar todas las formas de 
la enfermedad de Chagas (Van den Bossche, 1978; Can~ado y Brener, 1979; Gutteridge, 
1980; Laplume y col., 1982; WHO, 1981 y 1986; de Castro, 1993). 
Existen diversos factores que atentan contra la erradicacion de la enfermedad. En 
primer lugar, las malas condiciones de vida favorecen el desarrollo del insecto vector. A 
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su vez, el establecimiento de la enfermedad en animales salvajes que acthn como 
reservorios de la misma, hace que el control de la enferrnedad requiera el desarrollo de 
campailas eficientes que incluyan: 
- el mejoramiento y desinfeccion de las viviendas, para la elimination del vector; 
- la educacion popular; 
- el diagnostic0 precoz; 
- el desarrollo experimental de compuestos activos contra el I: cruzi y no toxicos para 
el huesped mamifero. 
En 10s ultimos tiempos se han logrado grandes avances en el estudio de la 
bioquimica bkica, biologia molecular e inrnunologia del parasito. Es de esperar que estos 
avances permitan establecer un tratamiento eficaz para la cura de la enferrnedad. 
El enfoque racional para el disefio y seleccion de agentes quimioterapicos consiste 
en la deteccion de mecanismos biolbgicos y bioquimicos que sean, por un lado, esenciales 
para la supervivencia y la rnultiplicacion del parasito y, por el otro, sensibles a drogas 
inocuas para el huksped mamifero. 
Se ha estudiado "in vitro" el efecto de numerosas drogas contra la tripanosomiasis 
cruzi (Harnrnond y col., 1984). En general, el T. cruzi es resistente a drogas activas contra 
otras parasitosis relacionadas como, por ejemplo: 10s compuestos organomethlicos 
(antimoniales) y las diaminas arodticas utilizadas para el tratarniento de la leishmaniasis 
humana; 10s arsenicales aromaticos activos contra la tripanosomiasis afkicana; 10s 
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metronidazoles efectivos contra la Entarnoeba histolytica y Trichomona vaginalis; 10s 
antipaludicos quinina y 4-arninoquinolinas y 10s antibioticos penicilina, cloranfenicol, 
sulfonarnidas, tetraciclinas, rifampicina y estreptomicina. 
Las sustancias que, "in vitro", heron efectivas contra el T. cruzi como para ser 
consideradas tripanocidas "in vivo", incluyen: 10s antibioticos actinomicina D y 
anfotericina B; las drogas cationicas anfifilicas acridina, metasulfato de fenacina y cristal 
violeta; 10s derivados azol ketoconazol, itraconazol, RS 49676, ICI 195739; 10s derivados 
de purina alopurinol, alopurinol ribosido, For A; las naftoquinonas P-lapachona y sus 
d o g o s  menadiona, mitomicina D y doxormbicina; 10s complejos methlicos como el cis- 
diarnino dicloroplatinum 11; 10s productos naturales miconidina, tingenona, tax01 y 
alcaloides; 10s derivados de la magainina, violasceina y el propoleo; 10s derivados 
carboxamida, fluoroarginina, elipticina, benzoquinolina- 1 -3-diona, lonidarnina, lovastatin, 
clorhidrato de spirogermano, P-536, gossypol, antioxidantes y el acido 3-mercapto 
picolinico; 10s colorantes fluorescentes de las mitocondrias rodamina 123, DiOC61 y 
merocianina 540; 10s inhibidores de las enzimas cistein proteinasa, tripanotiona reductasa 
y topoisomerasa IT; 10s nitrofuranos y 10s nitroimidazoles (Jijrg, 1974; Brener, 1975 y 
1979; Gutteridge, 1976; Mester y col., 1987; Queiroz da Cruz y col., 1991; de Castro, 
1993). 
En 1957, Packchrnanian inici6 el estudio del efecto tripanocida de diferentes 
nitrofuranos en ratones con infeccion experimental. Bock y col. (1969) sintetizaron una 
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serie de derivados del 4-(5'-nitro-2-furfurilidene)amino, eficaces contra el T. cruzi, 
demostrandose que su 3-metil derivado: Nifuaimox (NFX; Figura 1 .l) es el de mayor 
actividad. 
Nifurtimox 
FIGURA 1.1. Estructura del a i m o x  y del b&dazol. Nifurtimox: 3-metii-4-(5'-nitro-2-Mden) amino- 
tetrahidro-4H- 1,4-tiacina- 1 ,l -di6xido. Benmidazol: N-bencil-2-nitro- 1 -imidazol acetamida. 
El efecto tripanocida del nitrohano NFX h e  ensayado "in vitro " en cultivos de 
celulas HeLa, de 1 - 2 dias, inoculados con 200000 - 400000 tripanosomas/ml de medio 
de cultivo. El NFX actiia sobre las formas amastigote, intracelular, y tripomastigote, 
extracelular, del parasito. 
Ensayos realizados "in vivo" por Bock y col. (1972) y Haberkorn y Gonnert (1 972) 
demostraron que el NFX fue activo contra ocho cepas distintas de T. cruzi en animales 
infectados en su etapa aguda. 
Se ensayaron tambien 10s derivados de 10s nitroimidazoles de uso antiparasitario: 
el metronidazol, compuesto utilizado en el tratamiento de la infeccibn por Trichomona 
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vaginalis y el benmidazol (Figura 1. I), que mostri, ser mucho efectivo contra T. crwi 
tanto "in vitro " como "in vivo " (Polak y Richle, 1978). 
Mester y col. (1987) sintetizaron diferentes derivados relacionados 
estructuralmente con el NFX: el (S-nitro-2-fUrfurilidene)-amino (NF) con sustituyentes 
aromaticos heterociclicos 1,2,4-triazol, pirazol, benzirnidazol y triazina, entre otros 
(Figura 1.2), que presentaron una mayor actividad sobre el T. cruzi "in vitro ". 
N-N 
FIGURA 1.2. Estructura de 10s nitrofuranos antilogos del NFX. Todos 10s compuestos tienen el g q o  R = NF, (5- 
nitro-2-hfurilidene-amino), como el NFX, unido a1 heterociclo que se describe: I: 1,2,4-triazol; II: 
piraz.01; I l l  benzimidaz01; W. indazo1; V: indazol; VI: imidazo1; W, indol; VIII: 3,s-bis(metilti0)-l,2- 
4-triazol; IX: 1 -metil-3-metiltio- 1,2-4-triazol-5-tiona; X: 3-tioxo-6-metil- 1,2,4-trie-5-ona. 
Pahn y col(1988) demostraron que dichos compuestos inhibieron el crecirniento 
de tripanosomatideos. La sensibilidad de Leptomonas seymouri h e  similar a la de I: cruzi 
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y significativamente mayor que la de Crithidia fasciculata. Tarnbikn ha sido informada 
una actividad mutagenica directa sobre Salmonella typhimuriwn (Alejandre-Duran y col, 
1988), lo cual ha descartado la posibilidad de que estos compuestos sean utilizados como 
quimioterapicos. 
Actualmente, el NFX (un nitrofurano) y el benznidazol (un nitroimidazol) son las 
drogas de eleccion para el tratamiento de la enfermedad de Chagas en su etapa aguda. 
Arnbos compuestos elirninan 10s sintomas de la fase aguda de la enfermedad, limitando 
el curso de la infeccion. En la Argentina y Chile, el NFX dio excelentes resultados en 10s 
casos agudos, con desaparicion de la parasitemia y negativizacion de las pruebas 
serologicas. En 10s enfermos cronicos solo se logr6 la negativizacion del examen 
parasitologico aunque no pudo eliminarse la persistencia de positividad serologica (Pinto 
Dias, 1984). Sin embargo, en algunos casos, 10s pacientes no responden satisfactoriamente 
a1 tratamiento, hecho que puede ser debido, por un lado, a la heterogeneidad de la 
poblacion de pariisitos y, por otro, a 10s efectos colaterales que estas drogas producen en 
el organism0 infectado. 
1.1.3. Mecanismo de accion de 10s agentes tera~euticos contra el T. crzrzi. 
Un agente tripanocida debe atravesar la membrana de la cClula huCsped y ser 
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relativamente inocuo sobre 10s sistemas metabolicos de dicha ctlula. Luego, debe 
atravesar la membrana del parasito e interferir con al@n proceso vital de este. Cualquier 
agente dirigido contra la ctlula en replicacion, por ejemplo: un inhibidor de la sintesis de 
ADN, ARN o de sus precursores, serh activo solo contra la forma intracelular del parasito. 
Otros compuestos que i n t e m p a n  procesos metabolicos intermediarios o la produccion 
de energia, como 10s agentes oxidantes, pueden atacar tanto la forma tripomastigote 
(extracelular) como a la forma arnastigote (intracelular). Una droga ideal debe atacar 
ambas formas morfologicas del parhito. 
La reduccion del NFX a radical nitroanion seguida de la auto-oxidation de este 
radical con la formacion de anion superoxido (0,') y otros productos de la reduccion 
parcial del oxigeno, como el peroxido de hidrbgeno y el radical hidroxilo serian, a1 menos 
en parte, 10s responsables del efecto toxico y tripanocida de esta droga. Stoppani y col. 
(198 1) han realizado investigaciones bioquimicas que han aportado nuevos conocimientos 
del mod0 de accion de 10s quimioterhpicos nitroheterociclicos sobre el T. cruzi. Docampo 
y Stoppani (1979 y 1980) demostraron que concentraciones farmacolbgicas de NFX son 
capaces de generar productos de reduccih parcial del oxigeno como anion superoxido y 
peroxido de hidrogeno. Dichas reacciones han sido demostradas en todas las formas del 
T.cruzi (epi-, t r ip -  y amastigote) y tanto en ctlulas enteras como en homogenados, 
fraccion mitocondrial y rnicrosomal del parhsito (Docampo y Stoppani 1979 y 1980; 
Docamp0 y col., 1981~). Estas reacciones no son exclusivas del T. cruzi ya que en 
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extractos de tejidos de mamifero (higado, rifion, rniocardio, cerebro y testiculo) y en 
presencia de NAD(P)H, el NFX genera anion superoxido y peroxido de hidrogeno 
(Docampo y col., 1981a y b; Moreno y col., 1980 y 1982). 
La capacidad de 10s diferentes organismos para prevenir la accion letal de 10s 
derivados de la reduccion parcial del oxigeno depende de su contenido en superoxido 
dismutasa (SOD), catalasa (Cat) y peroxidasas. A diferencia de su huCsped mamifero, el 
7: c m i  es un organism0 pobremente dotado para desintoxicar el peroxido de hidrogeno 
pues no posee Cat ni glutation peroxidasa (GP) (Docampo y col., 1976; Boveris y col., 
1980; Docampo, 1990). Las diferentes forrnas del T. cruzi son capaces de metabolizar 
bajas concentraciones de peroxido de hidrogeno; esta actividad "peroxidasa" se deberia 
a reacciones no enzimaticas entre tioles reducidos endogenos y peroxidos, siendo muy 
baja comparada con la verdadera actividad peroxidasa presente en cClulas de mamiferos 
(Carnieri y col., 1993). Como consecuencia de estas diferencias enzimaticas, el T. cruzi 
es particularrnente vulnerable a la accion toxica del anion superoxido y sus derivados. 
Los efectos del NFX sobre la replication, transcription y traduccion del ADN del 
T. cruzi se producen a nivel de la inhibition de la sintesis del ADN, ARN y proteinas, 
estimulacion de la degradacion de rnacromolCculas y estimulacion de la sintesis no 
programada de ADN (Goijman y Stoppani, 1985a). Observaciones de Goijman y col. 
(1985) pusieron de manifiesto una importante propiedad bioquimica del T. cruzi: su 
capacidad para reparar las roturas del ADN causadas por 10s agentes tripanocidas. Esta 
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capacidad explica la necesidad de mantener concentraciones altas y constantes del 
medicamento en la sangre de 10s enfermos chagasicos tratados, para evitar periodos de 
"reparation" que perrnitan la recuperacion del parhito. El conocimiento del mecanismo 
de accion de estas drogas contribuiria a establecer cuhles son las estructuras bioquimicas 
o 10s procesos metabolicos mas vulnerables del parasito, para el desarrollo de f h a c o s  
con mayor actividad tripanocida y menor toxicidad para el huesped mamifero. 
1.1.3.1. Efectos adversos del NFX "in vitro". 
La incubation de NFX con microsomas de higado de rata y NAD(P)H en 
condiciones anaerobicas lleva a la formacion del radical anionic0 derivado del nitrohano 
(Docarnpo y col., 1981a). La deteccion de este radical tambiCn puede hacerse utilizando 
homogenados de tejidos que son blanco de 10s efectos tbxicos colaterales del NFX como 
cerebro y testiculo (Docampo y Stoppani, 1980). Moreno y col. (1980) y Bernacchi y col. 
(1986) observaron que el tratarniento de ratas con NFX determino la aparicibn de 
alteraciones ultraestructurales en el testiculo que podrian ser imputables a la formacion 
de per6xidos lipidicos en el mismo. Navarro y col. (1984) encontraron cambios 
significativos en el esperma de rata utilizando concentraciones de droga comparables a las 
dosis utilizadas clinicamente en hurnanos. 
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S e g h  Hofhan (1972), dosis de 100 mg NFXIkg peso corporal produjeron 
inhibition completa de la espermatogenesis con degeneracion y atrofia del parenquima 
testicular. En ratas hembra que recibieron igual dosis de NFX se encontraron severos 
daiios ultraestructurales en mitocondrias de ovario (Castro y col., 1986). 
La toxicidad del NFX h e  demostrada tambien por el dafio degenerativo en cerebro 
(Hoffinan, 1 972). 
En el higado, el mecanismo principal para la detoxificacion de 10s peroxidos 
lipidicos (LOOH) es la reaccibn catalizada por la enzima glutation peroxidasa (GP; 
Reaccion 1) (Christophersen, 1968; Sies y col., 1972; Simon y col., 1973), por la cual 10s 
LOOH son reducidos por el glutation reducido (GSH), con formacion de compuestos no 
toxicos (LOH) y glutation oxidado (GSSG), s e g h  la reaccion: 
GP 
2 GSH + LOOH -------- > GSSG + LOH + H,O 
Esta reaccion consume GSH. En consecuencia, para mantener la actividad de la 
enzima glutation peroxidasa a un nivel adecuado, el GSH debe ser repuesto ya sea por 
la sintesis "de novo" o por la reduccion del GSSG, catalizada por la enzima glutation 
reductasa (GR, Reaccion 2): 
GR 
GSSG + NADPH + H+ -------- > 2 GSH + NADP+ 
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La reaccion catalizada por la enzima GR resulta entonces esencial para 10s 
procesos de detoxificacion, pues de ella depende la velocidad de las reacciones que 
utilizan GSH. En consecuencia, la inhibicion de esta enzima (GR) promueve, 
indirectamente, todas las lesiones bioquirnicas producidas por oxi-radicales o por 10s 
peroxidos lipidicos. 
La actividad GR de preparaciones de distintos origenes h e  inhibida por 
nitroderivados como la nitrofurantoina (NFA), nitrofurazona (NFZ) (Buzard y Kopko, 
1963; Ondarza y Abney, 1970), 5-nitro-2-f~rfbraldehido oxima (Ondarza y Abney, 1970), 
trinitrobencenosulfonato (Carlberg y Mannervick, 1982) y NFX (Dubin y col., 1983 y 
1984; Grinblat y col., 1988 y 1989; Sreider, 1994). 
El GSSG producido por accion de la enzima GP (Reaction 1) se elimina por la 
bilis, de manera que la excrecion biliar del GSSG es un indicador fidedigno de la 
formacion de peroxidos de lipidos en el higado (Sies y col., 1972). Dubin y col. (1983) 
encontraron, en ratas tratadas con NFX, un aumento de la excrecion biliar de GSSG y una 
disminucion del contenido de glutation en el higado. Esto podria llevar a pensar que 
algunos de 10s efectos hepatotoxicos del NFX se deberian a la generacion de radicales 
libres que, en el caso en que Csta excediera la capacidad desintoxicante del higado, 
producirian lesiones en la membrana del hepatocito. El NFX no modifico la actividad de 
la alanina amino transferasa del suero, ni la histologia hepatica de las ratas tratadas, 
sugiriendo que no hub0 daiio en las membranas celulares por 10s peroxidos formados 
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(Docampo y col., 1983). Por otra parte, Dubin y Stoppani (1982) demostraron que, en 
ratas, la inyeccion intraperitoneal de dosis relativamente altas de NFX aumenta el flujo 
biliar entre un 17% y 30% y que el increment0 de la coleresis debida a1 NFX es de origen 
canalicular, a expensas de la fiaccion del flujo biliar independiente de las sales biliares. 
La adicion de NFX a extractos hepaticos produjo una disminucion progresiva del GSH, 
el cual luego de 150 min. de incubacion con NFX practicamente fue depletado (Dubin y 
col., 1984). Esto resultaria en una disminucion de la velocidad de las reacciones 
dependientes de GSH, sumando asi, a las lesiones bioquimicas producidas por oxi- 
radicales y peroxidos no metabolizados, la baja disponibilidad de GSH para reacciones 
de conjugation potenciando la citotoxicidad de estos compuestos. 
Efectos mutagknicos, carcinogknicos y teratogenicos del NFX y otros nitrofuranos 
analogos han sido estudiados por Mc Calla (1983) y Alejandre-Duran y col. (1988). 
Gorla y Castro (1985) hallaron que una dosis oral b ica  de NFX a ratones estimul6 
la formacion de micronucleos en mkdula 6sea. Tambikn ha sido demostrado que el NFX 
atraviesa la barrera placentaria de la rata y alcanza a1 feto (Duhrn y col., 1972). 
1.1.3.2. Efectos toxicos del NFX y del benznidazol en el huksped mamifero. 
El NFX y el bemidazol esthn indicados para el tratarniento de la fase aguda de 
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la enfixmedad de Chagas, con el objeto de reducir la parasitemia y rninirnizar el dafio que 
produce la invasion del parkito a 10s tejidos del huesped (Storino y Milei, 1994). No esta 
claro si el tratamiento en la infection aguda previene la secuela cronica y la eficacia de 
estas drogas sobre el Chagas cronico a h  no ha sido establecida (Van Voohris, 1990). 
Se ha demostrado que el NFX produce efectos colaterales y secundarios en el 40 
a 70% de 10s pacientes tratados con este nitrohano (LaplumC y col., 1982). La mayoria 
de las reacciones adversas e s th  relacionadas con el sistema nervioso central y el tracto 
gastrointestinal. Son comunes las niiuseas y 10s vomitos, la perdida de peso y las mialgias. 
Tambikn pueden presentarse convulsiones, polineuritis y sintomas psicoticos (Laplum6 
y col., 1982). 
En tratamientos prolongados con benznidazol se observaron dermatitis, 
polineuropatias, sintomas digestivos y alteraciones psiquicas (Marr y Docarnpo, 1986). 
La reduccion del grupo nitro participa en la toxicidad de estos nitrocompuestos. El 
NFX y el benznidazol difieren en sus mecanismos de toxicidad sobre cClulas de mamifero 
a1 igual que sobre la actividad tripanocida, antes mencionada. En el caso del NFX, la 
toxicidad estaria relacionada con la formacion de radicales libres y su union directa a 
componentes celulares o la oxidation de lipidos. Para el benznidazol, la interaction de 10s 
metabolitos de la nitro-reduccion con componentes celulares seria la principal causa de 
su toxicidad (Castro y Diaz de Toranzo, 1988). 
1.2. Especies reactivas del oxigeno. 
En la mayoria de 10s sistemas biologicos, el 0, es reducido a agua por accion de 
la enzima citocromo oxidasa de la cadena mitocondrial de transporte de electrones, en una 
reaccion acoplada a la sintesis de ATP. Tal mecanismo constituye la base energetica para 
la vida de 10s organismos eucariotes. Sin embargo, hay otros aspectos del metabolismo del 
O,, como su reduccion con un electron a anion superoxido (O,), o con dos electrones a 
peroxido de hidrogeno (H202), que e s t h  asociados con procesos toxicos. "In vivo ", kstos 
son contranrestados por 10s sistemas de defensa contra el daiio oxidativo (Kappus y Sies, 
198 1). La reduccion parcial del oxigeno lleva a la formacion de especies reactivas del 
rnismo, algunas de las cuales son radicales libres. Un radical libre puede definirse como 
una especie quirnica que contiene uno o d s  electrones desapareados en su orbital 
externo, hecho que le confiere propiedades paramagnkticas. El oxigeno posee dos 
electrones desapareados con espin paralelo; por lo tanto, es un bi-radical capaz de aceptar 
electrones (uno por vez). La adicibn secuencial de electrones al oxigeno (Reacciones 3 a 
6) lleva a la formacion de las especies reactivas (Gutteridge, 1992). 
El radical anion superoxido (0,) es el product0 de la reduction parcial del0, por 
un electron (Reaccion 3). En 10s sistemas biologicos, este radical tiene una reactividad 
limitada, ya que puede d i h d i r  antes de interactuar con otros radicales o molCculas. 
Ademhs, puede comportarse como un agente reductor (Frimer, 1982) o como un oxidante, 
participando en las reacciones que llevan a la peroxidacion de lipidos. 
El peroxido de hidrogeno (H202) es una especie no radical resultante de la adicion 
de un segundo electron a1 superoxid0 (Reaccion 4). En medios acuosos es estable, capaz 
de atravesar las membranas biologicas y, si bien tiene una reactividad lirnitada (Halliwell 
y Gutteridge, 1990), puede actuar como reductor u oxidante de hemoproteinas y 
molCculas con grupos tiol, dependiendo de las condiciones del medio (Chance y col., 
1979; Halliwell y Gutteridge, 1984; Brunori y Rotilio, 1984). 
Teniendo en cuenta que, en soluciones acuosas, el 0, y el H20, presentan 
moderada reactividad, el daiio producido por estas especies se debe a su conversion a 
especies mas reactivas (Halliwell y Gutteridge, 1990). 
El radical hidroxilo (OH) resulta de la adicion de un tercer electron a1 H202 
(Reaccion 5). Este radical es altamente reactivo y, por lo tanto, cuando es generado "in 
vivo", reacciona en o muy cerca del sitio de su fonnacion con &cares, aminoacidos, 
fosfolipidos, nucleotidos y acidos orghnicos por mecanismos que implican captacion de 
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hidrogeno, adicion o transferencia de electrones, entre otros. Durante estas reacciones se 
producen otros radicales con menor reactividad. En consecuencia, el tip0 de daiio 
producido por el OH. depende del sitio de su formacion. Por ejemplo: la produccion de 
OH. en una zona cercana a1 ADN puede llevar a la modificacion de las purinas o 
pirimidinas o a la ruptura de las cadenas de ADN (Del Maestro, 1980; Halliwell y 
Gutteridge, 1984). 
Por ultimo, la adicion de un cuarto electron al radical hidroxilo lleva a la formacion 
de agua (Reaccion 6) .  
Otras especies reactivas del oxigeno son el oxigeno singulete (lo,) y el radical 
perhidroxilo (HO;). El '0, es un estado electronico excitado del 0, (Chance y col., 1979) 
y reacciona rapidamente con varias molCculas biologicas tales como proteinas, lipidos y 
ADN, generando mutaciones (Joenje, 1989). 
La protonacion del 0, lleva a la formacion del radical perhidroxilo (Reaccion 3). 
A pH fisiologico, este radical se disocia para dar O;, debido a su bajo p&. Por lo tanto, 
solo estara presente en medios acidos tales como las vacuolas fagociticas de 10s 
macrofagos o en las proxirnidades de las membranas. Este radical es un oxidante mas 
fuerte que el 0, (FehCr y col., 1987) y menos polar que Cste, pudiendo atravesar las 
membranas biologicas e inducir la peroxidacion de lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1990). 
1.2.1. Generacion y metabolismo de las especies reactivas del oxigeno. 
En la mayoria de 10s organismos animales y bajo condiciones fisiologicas, la 
enzima respiratoria citocromo c oxidasa, responsable de mis del 98% del consumo de 
oxigeno, reduce el oxigeno a agua sin la formacion de ningh intermediario reducido del 
oxigeno (Ernster, 1 986). 
La auto-oxidacion de compuestos biologicos como hemoproteinas, leucoflavinas, 
tetrahidrobiopterinas, catecolaminas, etc. produce 0, y otras especies reactivas del 
oxigeno (Fridovich, 1983). Los radicales del oxigeno pueden provenir tambien de la auto- 
oxidation de hidroquinonas, dihidrofbmarato o ascorbato en presencia de hierro, como 
asi tambien de la metabolizacion de nurnerosos xenobioticos y compuestos exogenos. A 
su vez, estas especies pueden interactuar entre si, aceptando o cediendo electrones, 
captando protones, por reacciones de adicibn, dismutacion o aniquilacion produciendo una 
compleja mezcla de productos (reacciones 7 a 12; Slater, 1984): 
co,' + 0, ------> CO, + 0; 
OH. + RS ------> OH + RS* 
CCl; + RH ------> CHC1, + R. 
CCli + CH2-CH2 ------> CH2(CC13)-CH, 
CCl; + CC1i ------> C,Cl, 
CH3CHi + CH3CH2. ------> CH2=CH2 + CH3CH3 
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El 0; y el H202 son metabolitos nomales en la cClula y se encuentran en 
concentraciones muy bajas. El 0; es generado en las mitocondrias y microsomas de 
cClulas aerobicas, en reacciones catalizadas por enzimas especificas de determinados 
tejidos diferenciados, por ejemplo: la xantina oxidasa de higado y la ferredoxina adrenal. 
La enzima NADPH-oxidasa presente en leucocitos polimorfonucleares y celulas 
fagociticas tambiCn reduce el oxigeno molecular a 0,' (Ernster, 1986). Por otra parte, la 
excitation del oxigeno a '0, puede ser producida por la ilurninacion de diversos 
pigrnentos biologicos como clorofila, retinol, porfirinas y flavinas en presencia de oxigeno 
(Foote, 1982). El '0, es tambiCn generado en ausencia de luz, por ejemplo, como 
resultado del proceso de peroxidacion de lipidos y de ciertas reacciones enzimaticas 
llevadas a cab0 por determinadas oxidasas (peroxidasas, citocromos, lipo-oxigenasas). 
TambiCn puede provenir de la descomposicion de especies inestables tales como radicales 
peroxilos y H202, en presencia de hipoclorito, 0,' o 1,2 dioxietanos (Cadenas, 1985; 
Kanofsky, 1 989). 
Las especies reactivas del oxigeno se forman a partir de la reduccion parcial del 
mismo o por reacciones secundarias con protones, metales de transition ylo radicales 
libres. 
En presencia de Fe3+, el 0; y el H202 interacttian entre si generando radical 
hidroxilo, anion hidroxilo y oxigeno en un proceso conocido como reaccion de Haber- 
Weiss y que se muestra en la Reaccion 13 : 
'Yn vitro", el ion ferroso reacciona con Hz02 formando tarnbien radical hidroxilo 
(OH.) s e g h  la reaccion de Fenton (Reaccicin 14): 
H202 + Fez' ------- > Fe3' + OHm + OH- 
Los radicales del oxigeno de naturaleza orgiulica son muy importantes en 10s 
sistemas biologicos, tienden a reaccionar con otras sustancias y producir nuevos radicales 
(reaccion en cadena), de manera tal que cuando el radical hidroxilo ataca una molkcula 
biologica (RH), le quita un electrcin generando asi un radical libre de la molCcula (R). 
~ s t e ,  reacciona rhpidamente con el oxigeno, formando el radical peroxilo (ROO). Si bien 
es menos reactive, este radical peroxilo puede causar daiio. Por ejemplo, puede remover 
otro atomo de hidrogeno de otra moltcula biolcigica (R'H) para originar un peroxido 
orghico (ROOH) mis otro radical (Reacciones 15 a 17). 
R. + 0, ------- > ROO- 
ROi + R'H ------- > ROOH + R'. 
1.2.2. Peroxidacion de lipidos. 
Cuando la molCcula RH es un acido graso poli-insaturado (PUFA) el proceso 
descripto por las reacciones 15 a 17 resulta en una reaccion en cadena conocida como 
peroxidacion de lipidos, definida como la formacion y degradacibn de 10s 
hidrolipoperoxidos, aductos del oxigeno con 10s lipidos insaturados (Girotti, 1985; Dubin 
y col., 1990a). Este proceso lleva a la pQdida de la funcionalidad de las membranas 
celulares, con el consecuente d&o celular (Gutteridge, 1992). En las membranas 
biologicas, el blanco de accion del ataque oxidativo son el colesterol y 10s fosfolipidos, 
compuestos que contienen un alto nlimero de acidos grasos poli-insaturados. Sin embargo, 
hay tambiCn algunos aspectos beneficiosos de la peroxidacion como, por ejemplo, su 
participation en la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos y, posiblemente, en el efecto 
bactericida de 10s neutrofilos. 
La peroxidacion de lipidos irnplica un mecanismo de reaccion por radicales libres, 
de naturaleza no enzimatica y autocatalitica (Girotti, 1985) y comprende las siguientes 
etapas esquematizadas en la Figura 1.3 : 
a) Iniciacion: una especie altarnente reactiva, generalmente un radical libre, sobrepasa 
la energia de disociacion de una union alilica de un PUFA, abstrayendo un hidrbgeno 
y formando un radical del lipido (L). Las especies iniciadoras de la peroxidacih de 
lipidos son: el radical hidroxilo (HO; Gutteridge y col., 1979), el ion ferrilo (FeO,+ 
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o FeOH3) (Bors y col., 1979; Koppenol y Liebman, 1 984); el ion perferrilo (Fe2+0, 
o Fe3+0;) (Pederson y col., 1973; Aust y Svingen, 1982) y a1 complejo ferroso- 
oxigeno-ferric0 (Bucher y col., 1983). 
ADP-Fe3 + 
NODPH + H I  NADPH ~ i t - P a . a  
[ reduc tasa 
NADP 
ODP-Fez' 
CODP-Fez+-O,] ( [(IOP-Fe3+-O.- 1 
I NADPH + H' \ J NnDP 
.;(') 
LOO 
LOOL 
cit.P4-~ c i t . P 4 - ~  
degradado 
LH 
4 L - ,  LOUH, Lull 
FIGURA 13. Esquerna & la peroxidacih lipidica emhitica dependiente de NADPH, involucrando el papel de 10s 
hidroper6xidos. I: iniciacion; P: propagacion; T: termination. 
b) Propagacibn: a diferencia del PUFA, L. puede rhpidarnente unirse al' oxigeno 
molecular con forrnacion del radical peroxilo (LOO). Este LOO- puede abstraer un 
atomo de hidrogeno alllico de otro lipido activando una segunda molCcula lipidica con 
formacion del hidroperoxido (LOOH). Durante esta etapa el LOOH puede sufir una 
ruptura catalizada por hierro, ya sea en f o m  homolitica para dar LO., o heterolitica, 
L 
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generando LOO. (aunque en menor cantidad). Estos radicales libres reinician la 
peroxidacion de lipidos sustrayendo nuevamente un hidrogeno labil de un PUFA. 
Tanto el hierro heminico como no heminico pueden catalizar la ruptura del LOOH. 
La diferencia reside en que el hierro heminico (por ejemplo, del citocromo P-450), 
debe estar como Fe3', mientras que el hierro no hbmico, quelado (EDTA-Fe2') o no, 
reacciona mejor a pH fisiologico en su forma Fe2' (Svingen y col., 1979; Bucher y 
col., 1983; Fukuzaka y col., 1985; Minotti y Aust, 1987a y 1987b). Los mismos 
autores postularon la intervention del citocromo P-450 fkrrico en la ruptura de 
hidroperoxidos y Weiss y Estabrook (1986a y 1986b) confirmaron esta hipotesis 
describiendo el mecanismo de accion de este citocromo en la peroxidacion lipidica. 
La descomposicion de LOOH tambi6n resulta en la acumulacion de productos de 
cadena corta, especialmente aldehidos. Uno de ellos, el malondialdehido (MDA) 
reacciona con el acido tiobarbithico (TBA) dando un compuesto coloreado cuya 
intensidad refleja el proceso peroxidativo (Buege y Aust, 1978). 
c) Terminacibn: se produce cuando dos radicales libres reaccionan entre si o cuando las 
especies reactivas que se formaron durante la iniciacion y la propagacion son 
secuestradas o transformadas en especies menos reactivas (Girotti, 1985; Halliwell 
y col., 1992). 
1.2.3. Estrks oxidativo. 
Si bien el oxigeno es un componente esencial para 10s organismos vivientes, 
algunos de 10s productos de la reduction parcial del mismo pueden ser altamente daiiinos 
y toxicos para las celulas, debido a su alta reactividad con lipidos, proteinas y acidos 
nucleicos. El daiio ocurre especialmente cuando la concentracion de especies reactivas del 
oxigeno sobrepasa la capacidad de 10s sistemas celulares de defensa (Kappus y Sies, 
198 1). 
El estres oxidativo ha sido definido como una alteracion entre el balance 
oxidantes/antioxidantes en favor de 10s primeros, lo cual lleva a un daiio potencial para 
la celula (Sies, 1991). Los efectos nocivos del estres oxidativo incluyen una serie de 
desarreglos en el metabolismo celular como rupturas en las cadenas de ADN, 
modificacion de las bases, aumento del Ca2+ libre intracelular, daiio en 10s transportadores 
ionicos de membrana y otras proteinas especificas, inhibition enzimatica y peroxidacion 
de lipidos (Halliwell y col., 1992). 
1.2.4. Sistemas de ~roteccion contra el estres oxidativo. 
Los antioxidantes son aquellas sustancias que, presentes en concentraciones mucho 
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mas bajas que las de un sustrato oxidable, disrninuyen o inhiben significativamente la 
oxidacion del mismo (Halliwell y Gutteridge, 1989). Dicha definicion comprende tanto 
a sistemas enzhdticos como no enzimhticos. 
El proceso de desactivacion de radicales libres consiste en la forrnacion de un 
product0 final no radical. La actividad antioxidante de compuestos naturales y sintkticos 
involucra el pasaje de un electron a1 radical libre, con la formacion del radical del 
antioxidante. Otra funcion de importancia biologics en la accion de 10s antioxidantes es 
transferir la h c i o n  radical a sitios o compartimientos celulares donde el daiio sea menor. 
En general, esto significa transferir equivalentes de oxidacion desde fases hidrofbbicas a 
fases acuosas; por ejemplo, desde la membrana a1 citosol, o desde las lipoproteinas 
sanguineas a la fase acuosa del plasma. Los antioxidantes m& eficientes reaccionan con 
radicales libres tales como 10s radicales lipoperoxilo y, a su vez, son capaces de 
interaccionar con compuestos solubles en agua para su posterior eliminacion (Sies, 1993). 
1.2.4.1. Sistemas enzimaticos. 
Las cdlulas aerbbicas tienen enzimas protectoras especificas que mantienen las 
concentraciones de 0; y H,O, a niveles extremadamente bajos, reduciendo a1 minim0 la 
posibilidad de formacion de 10s radicales hidroxilo (Reacciones 3 a 6) .  Ellas son: la 
supehxido disrnutasa (SOD), la catalasa (Cat) v la glutati6n peroxidasa (GP). La Figura 
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1.4 resume las reacciones de activacion de 10s nitrocompuestos en condiciones aerobicas 
para formar el radical nitroanion y la capacidad de la cClula para inactivar 10s oxi- 
radicales y el H,O, producidos como consecuencia del ciclo redox de 10s nitroderivados. 
Mc Cord y Fridovich (1969) y Fridovich (1974 y 1975) han informado que las 
mitocondrias y compartirnientos citos6licos contienen SOD, enzima que asegura la 
dismutacih del radical 0; en H202 y 02; mientras que la Cat presente en 10s peroxisomas 
y las peroxidasas mitocondriales detoxifican a1 H202 formado. 
NADPH-CITOCROMO C 
CICLO DE LAS PENTOSAS 
FIGUR4 1.4. Compartimientos celulares involucrados en la elimination del anion superoxido y peroxido de 
hidrbgeno producidos por la activacion de 10s nitrocompuestos (Biaglow y col., 1986). 
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En 10s tejidos como higado, corazon y riiion, el H202 es normalmente degradado 
por la Cat, mientras que en 10s tejidos deficientes en esta enzima, el H20, d i h d e  a la 
sangre donde es destruido por la Cat de 10s eritrocitos. En algunos tipos celulares 
especializados existen peroxidasas como la glutation peroxidasa (GP) de higado, las 
cuales catalizan la descomposicion del H20, acoplada a la oxidacion de sustancias como 
el glutation reducido (GSH) (Figura 1.4). La deplecion de GSH inhibe las enzimas 
citosblicas y rnitocondriales que tienen como sustrato a1 GSH. Por ello, es necesario 
regenerar el GSH a partir de la reduccion del glutation oxidado (GSSG). La enzima 
glutation reductasa (GR) reduce a1 GSSG a expensas de la oxidacion del NADPH (Figura 
1.4). Tal como h e  mencionado en el punto 1.1.3.1. el sistema enzimatico glutation 
peroxidasa - glutation reductasa es el responsable de la detoxification de 10s peroxidos 
lipidicos (Reacciones 1 y 2, pag. 12). Por iiltimo, el ciclo de las pentosas participa en la 
inactivation de 10s peroxidos proveyendo 10s equivalentes de reduccion (NADPH) 
necesarios para el proceso de reduction (Figura 1.4). 
1.2.4.2. Sistemas no-enzimaticos. 
Ademb de 10s sistemas enzimaticos con capacidad antioxidante, las cClulas 
cuentan con sistemas no-enzimbticos lipo- o hidrosolubles que cumplen la misma h c i o n .  
Entre 10s antioxidantes liposolubles se encuentran el a-tocoferol (vitamins E), el 
ubiquinol y 10s carotenes. Los otros antioxidantes como el acido ascorbic0 (vitamins C), 
el acido uric0 y el glutation reducido (GSH) son de naturaleza hidrosoluble (Cadenas, 
1985). TambiCn se han sintetizado molCculas con capacidad antioxidante con el fin de 
emplearlas en forma terapCutica (Tabla 1.1). 
TABLA 1.1. Algunos antioxidantes disponibles para uso terapkutico. 
Moleculas naturales y sustancias 
relacionadas 
Superoxido dismutasa 
Catalasa 
Glutati6n reductasa 
a-tocoferol 
Acid0 ascbrbico 
Adenosina 
Transferrina 
Lactoferrina 
Glutation y sus precursores 
Carotenoides y otros pigmentos 
vegetales 
Deferoxamina 
Tioles (N-acetilcisteina, 
rnercaptopropionilglicina) 
Quelantes sinteticos (ICRF-187, 
hidroxipiridonas) 
Inhibidores de la xantina 
oxidasa (alopurinol, oxipurinol, 
amflutizol) 
Inhibidores de la activacibn 
de 10s fagocitos 
Probucol 
Trolox C 
Tornado de Halliwell y col. (1 992). 
............................................................................................... 
Nitrocompuestos heterociclicos. 
Los heterociclos son compuestos ciclicos en 10s que uno o mas carbonos del anillo 
han sido reemplazados por otro atomo (un "heteroatomo"). Cuando el heteroatomo es el 
oxigeno, el compuesto aromatic0 resultante se denornina furano. Dichos heterociclos 
pueden contener distintos sustituyentes. Los nitrocompuestos contienen un atomo de 
nitr6geno unido a uno o mas atomos de oxigeno. Por lo tanto, si un grupo nitro (NO,) se 
encuentra unido a un anillo furano, estamos en presencia de un nitrocompuesto 
heterociclico denominado nitrofurano. 
El potencial terapkutico de 10s cornpuestos nitroheterociclicos se descubri6 en 1944 
cuando Dodd y Stillman informaron que la nitraci6n de varios derivados del furano les 
conferia propiedades bacteriostiiticas. A partir de alli se han sintetizado varios 5- 
nitrofuranos que son utilizados como aditivos y conservantes alimentarios (Sorrentino y 
Hoener, 1987) o en medicina humana y veterinaria gracias a su efectividad contra una 
variedad de bacteria y protozoos pat6genos (Mc Calla, 1990). 
Los compuestos nitroheterociciclicos se utilizan en medicina humana como 
antimicrobianos, antiparasitarios y agentes radiosensibilizantes (Grunberg y Titsworth, 
1973; Van den Bossche, 1978; Mc Calla, 1983; Adams y Stratford, 1986). Si bien la 
presencia del grupo nitro parece esencial para la actividad antimicrobiana de muchos 
compuestos heterociclicos, dicho grupo podria incrementar su toxicidad para el organism0 
huksped (Kedderis y Miwa, 1988). 
El efecto terapkutico y toxico de estos compuestos involucra la reduccion del grupo 
nitro (Kedderis y Miwa, 1988). Varias flavoproteinas intervienen en la reduccion de 10s 
nitroderivados: las enzimas microsomales NADPH-citocromo P-450 reductasa y NADH- 
citocromo b, reductasa (Masana y col., 1984b; Minchin y col., 1986; Wong y Agrawal, 
1988); las enzimas citos6licas xantina oxidasa (Tatsumi y col., 1979), aldehido oxidasa 
(Wolpert y col., 1973) y DT-diaforasa (Tatsumi y col., 1979) y las enzirnas mitocondriales 
NADH-deshidrogenasa de cadena respiratoria (Smyth y Orsi, 1989), succinato 
deshidrogenasa (Westfall, 1946), lipoamida deshidrogenasa (Tsai, 1987) y NADPH-nitro- 
reductasa de membrana externa (Moreno y col., 1984a). El citocromo P-450 tarnbikn 
puede catalizar la reduccion de varios nitrocompuestos (Gillette y col., 1968; Kato y col., 
1969; Harada y Omura, 1980). Los derivados nitro-aromiiticos son reducidos por estas 
enzimas a intermediarios poco estables y a productos estables. 
Estudios realizados en condiciones anaerbbicas y aer6bicas con estos compuestos 
sugieren una serie de vim metabblicas para las cklulas de marnifero: 
1) Condiciones anaerobicas (Reaccion 2 1): 
R-NO --+le---> R-NO,- --+le---> R-NO --+le---> R-NHO- --+le---> R-NHOH --+2e---> R-NH, 
compuesto 
nitro- 
aromatic0 
radical 
nitroanion 
der ivado radical derivado 
nitroso hidronitroxido hidroxilamina 
2) Condiciones aerobicas: 
2 R-NO, + NAD(P)H --Reductasa--> 2 R-NO; + NAD(P)' + H+ 
R-NO, + R-NO; -----2H'------> R-NO, + R-NO + H,O 
derivado 
amina 
La transferencia inicial de un electr6n (primer paso de la Reaccion 2 1 y Reaccion 
22) es catalizada por las flavoenzimas mencionadas. El product0 inicial de esta reduccion 
es el radical libre nitroanikn (R-NO;), que pnede ser detectado por espectroscopia de 
resonancia p m g n k t i c a  electronics (EPR) en condiciones anaerobicas (Docampo y col., 
1981a; Fernhdez Villamil y col., 1990a). La posterior reduccion a compuestos inestables 
o metabolitos estables depende de la tension de oxigeno del medio y de la velocidad de 
reaccion (Holtzrnan y col., 198 1). Los radicales nitroanion y nitroxido han sido detectados 
como interrnediarios (Mason y Holtzman, 1975; Holtzman y col., 1981) y se postula que 
estas reacciones proceden secuencialmente por reduccion con un electron. Dependiendo 
del potencial redox de 10s sustratos o de sus intermediarios, estas reacciones pueden ser 
catalizadas enzimatica o no enzirnaticamente e involucrar agentes reductores como el 
acido ascorbic0 (Rao y Mason, 1987), nucleotidos de piridina, flavin nucleotidos 
reducidos (Leskovac y col., 1989) y compuestos con grupos ti01 como cisteina y GSH 
(Wilson, 1978). El oxigeno inhibe la nitro-reduccion por reoxidar a 10s intermediarios 
(PQez-Reyes y col., 1980) o a las coenzimas involucradas en la cathlisis. La formation 
de radicales libres derivados de las drogas y del oxigeno puede llevar a dailo celular 
importante a traves del estres oxidativo generado por las reacciones con lipidos, proteinas 
y acidos nucleicos. 
La Figura 1.5 esquematiza el metabolismo de 10s nitrocompuestos. Los radicales 
libres nitroanion formados por reduccion del nitroderivado con un electron pueden 
intervenir en varias reacciones quimicas que son responsables de la toxicidad de estos 
compuestos: 
a) Dismutacion de dos radicales libres entre si (Reaccion 23), (Peterson y col., 1979; 
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Holtzman y col., 1981; Docampo y col., 1981a; Moreno y col., 1984b). El radical 
nitroanibn fonnado en sisternas biolbgicos decae por el mismo proceso de 
dismutacion que el observado en sistemas quimicos simples. Esta reaccion puede 
bcionar como reaccion de desintoxicacion, debido a la destruction del radical libre, 
o ser la precursors de especies mis toxicas como el nitrosoderivado y la 
hidroxilamina (Reaccion 21), compuestos altarnente reactivos, cancerigenos y 
causantes de methemoglobinemia y hemolisis de eritrocitos (Kiese, 1974; Biaglow y 
col., 1986); 
b) Union covalente del radical libre a las macromolCculas de 10s tejidos. Sin embargo, 
algunos estudios han demostrado que 10s radicales nitroanion provenientes de 
diferentes nitroderivados no reaccionan con tioles, proteinas o ADN (Polnaszek y 
col., 1984; Josephy y Mason, 1985; Mason y Josephy, 1985), indicando que ellos no 
son 10s electr6filos reactivos; 
c) Oxidation esponthnea del radical libre en presencia de oxigeno (Reacci61-124 y Figura 
1.5), con regeneracion del nitroderivado original y formaci6n de anion superoxido 
(Mason y Josephy, 1985). La dismutacibn del 0,, ya sea esponthea o catalizada por 
la enzirna superbxido dismutasa (SOD), lleva a la produccion de H,O, (Reaccion 25 
y Figura 1.5). El 0, es poco activo por si rnismo, per0 es precursor del radical 
hidroxilo (HO; Reaccibn 26 y Figum 1.5) y perhidroxilo (HO;; Chance y col., 1979), 
todos ellos considerados especies reactivas del oxigeno; 
R-SG 
4 
Hidroxilacion 
del anillo 
Inhibition del consumo 
de oxigeno celular 
Hexoq? ATP transferasa Glutation\\;/ 
Glucosa 
6-fosfato deshidr g. G6P NADP+ ~ F l a l  HxR-NO2 x : x ' O ; ~ O ~ - ~ O ~ d a s a  
+ 
6-fosfo- Nitroso 
duconato RuSP NADPH Flavina R-NO, 
I Glutati6n GSH peroxidasa 
reductasa 
2 GSH 
LNADPH-citocromo C 
reductasa 
Donacion 7Tr de electrones 
(R-N-OH, R-NOH, R-NH,) 
Reaccibn con Macromolkculas 
r 
Reductasa 
L c c i ,  
con GSH 
Anaerobiosis 
Mitocondria R-NO; , R-NO, 
FIGURA 1.5. Metabolism0 de 10s nitrocompuestos (Biaglow y col., 1986). 
d) formation de conjugados con GSH, en una reaccion catalizada por la glutation 
transferasa (Figura 1.5); 
e) hidroxilacion del anillo furano mediada por el citocromo P-450 y en presencia de 
NADPH y oxigeno (Figura 1.5); 
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f)  inhibition del consumo de oxigeno celular a traves de la interaction con 10s 
componentes de la cadena mitocondrial de transporte de electrones (Figura 1.5); 
g) transferencia de electrones a la cadena mitocondrial de transporte de electrones 
(Figura 1.5). 
1.4. Sistema mono-oxigenasa de funci6n mixta. 
El metabolismo de una variedad de compuestos incluyendo drogas, alcanos, acidos 
grasos, esteroides e hidrocarburos aromaticos policiclicos es llevado a cab0 por una 
cadena microsomal de transporte de electrones conocida como sistema mono-oxigenasa 
de funcion mixta. Este sistema enzimhtico esth compuesto por la enzima NADPH- 
citocromo P-450 reductasa (EC 1.6.2.4), el citocromo P-450 (EC 1.14.14.1) y 
fosfolipidos, todos ellos constituyentes del reticulo endoplasmico (Kaschnitz y Coon, 
1975; Ojha y Kohli, 1994). 
La oxidation de compuestos catalizada por este sistema involucra la secuencia de 
eventos ilustrados en la Figura 1.6. Una molCcula de citocromo P-450 oxidado 
(P450[Fe3+]) se une a1 sustrato (Figura 1.6 A) en un evento asociado a un corrirniento de 
bajo a alto espin del citocromo oxidado. El segundo paso en el ciclo (Figura 1.6 B) 
implica la reduccion del citocromo P-450 ferrico de alto espin por un electron proveniente 
-36- 
del NADPH a eaves de la flavoproteina NADPH-citocromo P-450 reductasa. El siguiente 
paso (Figura 1.6 C) consiste en la union de oxigeno que produce un intermediario 
citocromo P-450 ferroso-oxigeno-sustrato reducido, seguida de la transferencia de un 
segundo electron desde el NADPH a traves de la NADPH-citocromo P-450 reductasa a1 
intermediario (Figura 1.9 D). Luego, se produce la pQdida de una molecula de agua a 
partir del intermediario reducido (Figura 1.6 E). Por ultimo, la descornposicicin del 
complejo residual (Figura 1.6 F) libera a1 sustrato, regenerando asi el citocromo P-450 
fkrrico. 
FIGURA 1.6. Esquema de hidroxilacion de un sustrato catalizada por el citocromo P-450. 
1.4.1. NADPH-citocromo P-450 reductasa. 
La enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa se encuentra en las membranas 
nuclear y del reticulo endoplhsrnico (microsomas). Cataliza la transferencia de electrones 
desde el NADPH hacia el citocromo P-450 cumpliendo un papel importante en el 
mantenimiento de la funcion catalitica del citocromo P-450. Tambikn puede transferir 
electrones hacia otras proteinas microsomales y varios aceptores finales de electrones (Lu 
y Coon 1968; Masters, 1980; Ernster y col., 1982; Shen y col., 1991). 
Estii compuesta por una sola cadena polipeptidica de peso molecular 70000-80000, 
asociada a una mol6cula de FMN y una molkcula de FAD (Iyanagi y Mason, 1973). Se 
han identificado cinco dominios funcionales incluyendo un dominio amino terminal de 
anclaje a la membrana (Black y col., 1979) y las regiones que participan en la union del 
FMN, FAD, NADPH y el citocromo P-450 (Nisimoto, 1986; Porter y Kasper, 1986; Shen 
y col., 1989; Sutter y col., 1990). Contiene una cantidad relativamente baja de 
aminoacidos aromaticos. El pH optimo es 7,6-8,2. La actividad aumenta con la fuerza 
ionica, siendo optima con fosfatos 0,2 M, pH 7,6. La V, es 1200 moles citocromo c 
reducidos por mol de flavina. Para el NADPH, el KM es 4 pM, mientras que, para el 
citocromo P-450, el KM es 5,5 pM. La constante de disociacion es 44, pM. El NADP y 
el AMP son inhibidores competitivos (Williams CH Jr, 1976). 
El mecanismo de acci6n de esta enzima implica la transferencia de 10s electrones 
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desde el NADPH hacia el FAD, luego hacia el FMN y, por ultimo, hacia el p p o  hem0 
del citocromo P-450 (Iyanagi y col., 1981; Vermilion y col., 198 1; Kurzban y Strobel, 
1986; Shen y col., 199 1). Montilva y col., (1 988) han demostrado que esta enzima tiene 
un comportamiento no rnicaeliano para ambos sustratos (NADPH y citocromo P-450) y 
postularon el mecanismo esquematizado en la Figura 1.7. 
I/ - 
, NE' C' 
FIGURA 1.7. Mecanismo propuesto para la reduccihn del citocromo c con la reductasa. N'*: NADPH; N: NADP+; 
C*: fenocitocromo c; C: ferricitocromo c y E: reductasa (Montilva y col., 1988). 
Ademas de la union inicial del NADPH a la reductasa (N9*E), el esquema 
propuesto incluye la fomcion posible de un complejo bimolecular de adicion entre la 
reductasa y el citocromo c (EC). Ambas rutas llevan a la formacion de un complejo 
ternario compuesto por NADPH, reductasa y citocromo c (NE*C*). Una vez que se 
produjo la transferencia de un electron hacia el aceptor (citocromo c), se libera el product0 
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de este complejo temario (citocromo c reducido), junto con una forma intermediaria de 
la enzima, portadora de un electron que puede ser transferido a1 aceptor (NE*). La 
reduccion de una segunda molecula de citocromo c esth acompafiada por la liberacion de 
otra forma intermediaria de la enzirna (NE) compuesta de la reductasa en su estado serni- 
reducido y NADP', inhibidor reversible de la reductasa. Finalmente, la disociacion del 
ultirno complejo dejarii a la enzima en condiciones de ser capaz de iniciar un nuevo ciclo 
catalitico. 
1.4.2. Citocromo P-450. 
Antes de ser eliminados, cientos de xeno- y endobioticos sufien una 
biotransfiomacion, cuya h c i b n  esencial es aumentar la hidrofilicidad y facilitar, de esta 
forma, la remocion de la droga del organismo. En el higado, el metabolismo oxidativo es 
catalizado por la familia de enzimas del citocromo P-450. 
En las reacciones catalizadas por el citocromo P-450,los electrones donados por 
el NADPH son transferidos a esta hemoproteina a travks de la enzima NADPH-citocromo 
P-450 reductasa. Dependiendo del blanco de la posterior transferencia de electrones, dicho 
citocromo puede catalizar reacciones de oxidation o reduccion. En las reacciones 
oxidativas, 10s electrones son utilizados para reducir a1 oxigeno molecular y generar 
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especies reactivas del oxigeno (ver 1.2.), las que pueden ser luego insertadas en sustratos 
para dar un product0 oxigenado. Por ejemplo, el citocromo P-450 cataliza reacciones de 
hidroxilacion de compuestos alifaticos y aromaticos, N-oxidation, N-, S- y O- 
dealquilacion, peroxidacion, dearninacion, desulfuracion y dehalogenacion (Goldstein y 
Faletto, 1993). En las reacciones de reduccibn, 10s electrones son utilizados directamente 
para reducir al sustrato como, por ejemplo, en la reduccion de grupos azo, nitro, N-oxidos 
y epoxidos que involucran la transferencia de un electron (Coon y Vaz, 1987; Goldstein 
y Faletto, 1993). 
Es evidente que estas multiples funciones deben ser llevadas a cab0 en mtis de un 
sitio en la molCcula, por la misma o diferentes isoenzimas del citocromo P-450 y asi poder 
producir distintos metabolitos. Se ha demostrado que varios citocromos P-450 pueden 
catalizar reacciones de oxidacion que involucran diferentes mecanismos (White y Coon, 
1980; Guengerich y Mc Donald, 1984). 
Se ha establecido que el citocromo P-450 cataliza el metabolismo de varios 
sustratos endogenos como esteroides, acidos grasos y biliares (Kupfer, 1982; Coon y 
Koop, 1983) e i n t e ~ e n e  n la conversion de provitaminas a vitaminas activas, las cuales 
actuan sobre el intestino, hueso y riiion para proveer calcio y fosforo para la 
mineralization osea y la actividad neuromuscular. Por ejemplo, durante su metabolismo, 
la vitamina D, es sustrato del citocromo P-450 microsomal hepatic0 y, luego, del 
rnitocondrial del riiion, para ser transformada en vitamina D, activa. El citocromo P-450 
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microsomal hepatic0 tambien e d  involucrado en el metabolismo del retinol (vitamina A; 
Leo y Lieber, 1985), de la vitamina E y de la riboflavina (vitarnina B,; Ohkawa y col., 
1983). Otro grupo importante de sustratos del citocromo P-450 esta constituido por el 
acido araquidonico, las prostaglandinas y 10s leucotrienos, precursores de la sintesis de 
prostaciclinas y tromboxanos. El acid0 araquidonico es oxidado y forma numerosos 
compuestos con importantes funciones fisiol6gicas y farmacol6gicas (Guengerich, 1987). 
1.4.3. Factores de regulacion. 
Existen diferentes factores que pueden opera sobre el sistema mono-oxigenasa de 
h c i o n  mixta: induccion, disponibilidad de sustrato, de cofactor y factores de activacion 
o de inhibicion. Los eventos metabolicos que influyen en la formacion de cofactores 
juegan un papel muy importante, por ejemplo en el caso del NADPH. La difusion de 
oxigeno, el transporte de la droga a1 sitio de union en el citocromo P-450, como el del 
NADPH a la flavoproteina actiian como reguladores de la velocidad, aunque de ellos el 
miis importante es la disponibilidad de NADPH, ya que, en condiciones fisiologicas, tanto 
la difusion de oxigeno como la de la droga parecen no ser factores limitantes. 
La induccion de 10s componentes enzimhticos es una forma leve de regulacion. En 
la mayoria de 10s casos, no es absolutamente especifica para un componente del sistema. 
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Por ejemplo, el fenobarbital induce varias isoformas del citocromo P-450 (Coon y col., 
1977). Entre 10s compuestos que activan a1 citocromo P-450 "in vitro" se encuentran 
solventes, iones divalentes, detergentes, poliaminas, esteroides, sustratos, etc. La mayoria 
de 10s efectos dependen de la isoenzima y del sustrato en consideracion. Algunos 
compuestos estimulan una actividad e inhiben otras, por ejemplo, la metirapona (Weilbel 
y col., 1971) o el tricloroetileno (Pessayre y col., 1979). 
Un gran niunero de compuestos inhiben al sistema mono-oxigenasa por unirse a1 
grupo hem0 o a1 sitio de union del sustrato al citocromo P-450. Otros compuestos 
requieren ser metabolizados para que la inhibicion ocurra. Por ejemplo, el paration es 
oxidado a un product0 que reacciona con la apoproteina, inhibiendo al citocromo P-450 
(Neal y Halpert, 1 982). 
Los peroxides lipidicos formados durante la peroxidacion de lipidos destruyen 
rapidamente al citocromo P-450 microsomal hepatic0 (Iba y Mamering, 1987). 
Los efectos del cobalto inorgSlnico han sido estudiados en profbndidad (Maines y 
Kappas, 1974, 1975 y 1976; Chetty y col., 1979). Una inyeccion de Co2+ por via 
subcuthnea causa la disrninucibn en el contenido de hemo, de citocromo P-450 y en la N- 
demetilacion de la etilmorfina. Ademas hay un aumento en la actividad hemo-oxigenasa 
y una inhibicion inicial seguida de la recuperacion en la actividad 6-arninolevulinato 
sintetasa, enzimas limitantes en la degradacion hepatica y sintesis del hemo, 
respectivamente. Estos cambios ocurren rapidamente luego de la inyeccibn de Co2+. De 
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cualquier manera, 10s parhetros recikn comentados vuelven a la normalidad dentro de 
las 72 horas. 
Se ha observado que la dosis de Co2+ necesaria para inducir cambios significativos 
en el contenido de citocromo P-450 no produce cambios aparentes en la actividad 
NADPH-citocromo P-450 reductasa (Maines y Kappas, 1975 y 1976). 
Los efectos de la administracion de cobalto (III) protoporfirina IX (Co-proto), son 
& sustanciales que 10s producidos por la inyeccion de Co2+. Una dosis de Co-proto (125 
pmoleskg peso corporal) puede disrninuir el contenido microsomal de citocromo P-450 
al25% del valor normal. El contenido de hem0 microsomal y la actividad N-demetilasa 
caen a cerca del50% y 10% del control, respectivamente. La actividad hemo-oxigenasa 
es aumentada pero, a diferencia del Co2+, la actividad 3-aminolevulinato sintetasa se ve 
disrninuida. Esta combination, junto con la incapacidad del sistema hemo-oxigenasa de 
metabolizar la Co-proto, estA probablemente relacionada con la severidad de la deplecion 
de citocromo P-450. La actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa se ve disrninuida 
a1 50% del control, a diferencia del Co2' (Muhoberac y col., 1989). 
Estudios recientes realizados por Ram y Waxman (1992) revelaron que existen 
factores hormonales que regulan la expresion de 10s genes del citocromo P-450 en el 
higado. Tanto la hipofisectomia como el tratamiento de las ratas con la droga antitiroidea 
metimazol disminuyen la actividad NADPH citocromo P-450 reductasa en mas de un 80% 
(Ram y Waxman, 1992). Este efecto es revertido sdo  despuks del surninistro de la 
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hormona T, per0 no ocurre asi con otras hormonas pituitario-dependientes (Waxman y 
col., 1989). Dos mecanismos heron propuestos para explicar la dependencia de la 
NADPH citocromo P-450 reductasa de la hormona tiroidea. Prirnero, la disminucion de 
la actividad enzimatica en el estado hipotiroideo involucra la disminucion en el ARNm 
de la enzima, lo cual h e  confirmado por Ram y Waxman (1992). Ademas, es probable 
que esta forma de regulacion abarque tambih mecanismos transcripcionales y regulacion 
post-transcriptional, como ocurre en el caso de la proteina S14 (Jump, 1989) y la enzima 
malica (Song y col., 1988). Segundo, la apoproteina P-450 reductasa recihn sintetizada 
podria ser rapidarnente degradada en las ratas hipotiroideas, tal vez como consecuencia 
de la disminucion de la disponibilidad de FMN y FAD, cofactores de esta flavoproteina 
(Lee y McCormick, 1985). La sintesis de estos cofactores a partir de la riboflavina es 
estimulada por la hormona tiroidea a travds de su efecto sobre la enzima flavokinasa 
(Rivlin y Langdom, 1969). 
1.5. Objetivos 
Teniendo en cuenta que, hasta el presente, la quimioterapia de la enfermedad de 
Chagas es un problema no resuelto, el objetivo de este trabajo de Tesis ha sido estudiar: 
a) el metabolismo hepatic0 del nifurtimox (NFX), nitrofurano que, hasta el momento, 
resulta una de las terapias nxis eficaces contra esta endemia; b) el mecanismo de accion 
del 5 '-nitroindo1 (NI), un nitrocompuesto heterociclico. Especificamente se estudio la 
participacion de las enzirnas microsomales NADPH-citocromo P-450 reductasa y/o del 
citocromo P-450 en el metabolismo reductive del NFX y el efecto del NI sobre la 
viabilidad, carga energetics, peroxidacibn de lipidos y transporte de Ca2' y K' en 
microsomas, mitocondrias y hepatocitos de r a t ,  para poder establecer 10s posibles 
mecanismos de acci6n de esta droga. Si bien el NI es utilizado solo como modelo 
experimental, la information obtenida en este estudio seria util para dilucidar el 
mecanismo de accion de 10s compuestos nitroheterociclicos. 
El conocirniento de 10s mecanismos por 10s cuales estos nitroderivados actiian y sus 
efectos biologicos en rnamiferos, ya Sean tcixicos o no, contribuiria a esclarecer cuales son 
las estnrcturas bioquimicas y 10s procesos metabolicos mas comprometidos para asi crear 
mejores f h c o s ,  miis efectivos en su accion y menos toxicos para el huesped mamifero. 

Se utilizaron ratas macho, cepa Wistar (240-280 g). Los animales se mantuvieron 
a 24°C sometidos a ciclos de luz y oscuridad de 12 hs de duracion y heron alimentados 
con Roedores Dieta 3 (dieta similar a Purina) provista por Nutrimentos S.A. (Buenos 
Aires, Argentina) y agua "ad libitum ". Dicha dieta contiene un 23% de proteinas y todos 
10s aminoacidos esenciales. 
2.2. REACTIVOS. 
Colagenasa A (de Clostridium histolyticum) fue suministrada por Boehringer 
Mannheim (GmbH, Alemania); Co-proto h e  surninistrada por Porphyrin Products Inc., 
Logan UT, USA; monoxido de carbon0 h e  adquirido a Matheson (East, Rutherford NJ, 
USA); NFX h e  obtenido de Bayer A.G., Leverkusen, Alemania, por cortesia del Dr. A. 
Haberkorn; NF-derivados heron sintetizados por Mester y col., (1987) y enviados por la 
Dra. Claramunt, Departamento de Quirnica OrgXca, Facultad de Ciencias, U.N.E.D., 
28040, Madrid, Espafia; FCCP h e  adquirido a Aldrich Chem. Co., Millwakee, WI, USA); 
DMFA, MgS0,7H20 y nitrito de sodio heron provistos por May & Baker LTD., 
Dagenham, Inglaterra; cianuro de potasio, CoCl,, ditionito de sodio, ferricianuro de 
potasio, FeCl,, KCl, MgCl,, NaC1, NaHCO,, sulfato monico ferroso y TCA heron 
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adquiridos a Mallinckrodt Chemical Works, New York NY, USA; adrenalina, ascorbato 
(Na), AADP, alblimina skrica bovina (A-4503), alcohol deshidrogenasa, ATP, ADP 
(grado IV), juego de reactivos para monitoreo de ATP, a d  de Triph, catalasa (de higado 
bovino), citocromo c (tipo VI), clotrimazol, DETAPAC, EDTA, EGTA, D-glucosa, G6P, 
G6PD, GSH, GSSG, HEPES, hidroperoxido de t-butilo, L-glutamto, L-malato, malonato, 
metirnazol, MOPS, NADH, NADP', NADPH, diclorhidrato de N-(1 -naftil) etilendiamina, 
NFA, NFZ, NI, acidopaminobenzoico, piruvato de sodio, rotenona, SOD (de eritrocitos 
bovinos), sacarosa, succinato, sulfarnato de arnonio, TBA, trizrna base y valinornicina 
heron adquiridos a Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA. Todos 10s otros reactivos 
utilizados heron de grado analitico y de la miis alta pureza disponible. 

3.1. EN MICROSOMAS HEPATICOS 
3.1.1. Tratamiento previo de los animales. 
3.1.1.1. Tratamiento con Co-proto. 
La solucion de Co-proto h e  preparada disolviendo la droga en NaOH 0,l N, 
agregando HCl para llevar a pH 7,4 y llevando a volumen con solucion NqHP0,-KQPO, 
25 mM, pH 7,4. Esta solucion h e  preparada inmediatamente antes de usar. 
Las ratas heron inyectadas por via subcuthnea 72 horas antes del sacrificio con una 
dosis de 70 pmoles Co-protokg de peso corporal (Muhoberac y col., 1989). Los anirnales 
control fieron inyectados con un volumen equivalente de solucion Na&PO,--PO, 25 
mM, pH 7,4. 
3.1.1.2. Tratamiento con COCI,~ 
La solucion de CoCli6 H20 h e  preparada disolviendo la sal en NaCl0,9% (plv) 
y neutralizada con NaOH 0,l N (Tephly y Hibbeln, 1971). Las ratas heron inyectadas, 
en forrna subcuthnea, con 60 mg CoC12/kg de peso corporal. En estas condiciones, 10s 
animales recibieron dos dosis de CoCl,, 48 y 24 horas antes del sacrificio. Los animales 
control heron inyectados con un volumen equivalente de NaCl0,9%. 
3.1.1.3. Tratamiento con Metimazol. 
Una solucion de metimazol0,025% (plv) fue preparada disolviendo la droga en el 
agua de bebida de 10s animales, la cual les fbe suministrada durante 16-24 dias tal como 
fbe descripto por Cooper y col. (1984) y Ram y Waxman (1990 y 1992). Los animales 
control bebieron agua corriente. 
3.1.2. 0 btencion de microsomas hepaticos. 
Para la preparacion de microsomas hepaticos se utilizaron ratas que ayunaron 
durante las 24 horas previas a1 sacrificio por dislocacion cervical. Luego se les extrajo el 
higado, el cual se lavo con KC1 150 mM, se peso y homogeneizo s e g h  las tecnicas 
habitudes con KC1 150 mM, Tris-HC150 mM pH 7,4 en proporcion de 4 mllg higado. El 
homogenado se someti6 a centrihgacion diferencial a 4 "C en una centrihga refi-igerada 
Sorvall RC-5B rotor SS 34. Los nucleos y restos celulares fueron precipitados a 600 g 
durante 10 min. El sobrenadante fbe centrifugado luego a 1 1000 g durante 15 min para 
separar las rnitocondrias y, finalmente, se separo la fiaccion microsomal por 
centrihgacion a 105000 g durante 60 min en una ultracentrihga Beclunan L8-70 M, rotor 
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60 Ti. El sedimento fbe resuspendido con KC1 150 mM y centrifugado nuevarnente a 
105000 g durante 60 rnin (lavado). Los microsomas asi obtenidos (sedirnento) se 
resuspendieron en solucion NaJP0,-KH,PO, 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4 (7,5 d l 0  
g de higado) y se utilizaron inmediatamente o heron conservados en nitrogen0 liquid0 
durante 10s tres primeros meses posteriores a su preparation (Fernhdez Villarnil y col., 
1990b). 
3.1.3. Actividades y contenidos enzimsiticos. 
3.1.3.1. Contenido de citocromo P-450. 
El citocromo P-450 puede ser bien caracterizado ya que la forma reducida de esta 
hemoproteina forma un aducto con el monoxido de carbon0 (CO). Dicho aducto presenta 
un m6xh-10 de absorcion a 450 nm (Omura y Sato, 1964). Una suspension rnicrosomal(2 
mg proteina/ml) en solucion de fosfatos 0,l M, pH 7,O fue dividida en dos cubetas 
(muestra y referencia) y, luego de reducir ambas cubetas con ditionito de sodio (polvo 
seco), se registro el espectro de absorcion entre 400 y 500 nm (linea de base). 
Posteriormente, la cubeta "muestra" fue gaseada con CO durante 30 s y se realizo el 
espectro diferencial del citocromo P-450 reducido-CO contra el citocromo P-450 
reducido. Se determino la variation de absorbancia a 450 - 490 nm en un espec- 
trofotometro Aminco DW-2am UVMS (E,= 91 mM-' x cm-I). 
3.1.3.2. Contenido microsomal de citocromo b, 
El contenido de citocromo b, es determinado a partir del espectro redox del 
citocromo b oxidado (Omura y Sato, 1964), cuya reduccion es catalizada por la enzirna 
NADH-citocromo b, reductasa, una flavoproteina rnicrosomal. La suspension rnicrosomal 
(2 mg proteinahl) en solucion de fosfatos 0,2 M, pH 7,4 h e  reducida en presencia de 
NADH 2% (plv) (Lake, 1987). Se midi6 la variation de absorbancia entre el mhximo a 
424 nrn y el minim0 a 409 nm del espectro redox entre 400 y 500 nm en un espectrofot6 
metro Aminco DW-2aTM UVMS, ( ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ = 1 8 5  mMmM1 x cm-I). 
3.1.3.3. Actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa. 
La actividad de esta enzima rnicrosomal se determino utilizando citocromo c como 
aceptor de electrones. El mktodo se basa en medir la reduccibn del citocromo c (Fe3") a 
citocromo c (Fez+), el cud, a diferencia de la forma oxidada, presenta un miurimo de 
absorcion caracten'stico a 550 nm. La mezcla de incubacibn contenia microsomas (0,l mg 
proteina/ml), citocromo c 50 pM y cimuro de potasio 1,2 mM en soluci6n de fosfatos 0,l 
M, pH 7,5 (volurnen final= 3,O ml) y a 25°C. El cianuro de potasio se agregi, para 
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prevenir errores ocasionados por la posible contaminacion mitocondrial en la suspension 
rnicrosomal. La reaccion se inicio con el agregado de NADPH 0,4 mM. Luego se registro 
el aurnento de absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro Aminco DW-2aTM UVNIS. 
La velocidad inicial de reduccion del citocromo c se calculo utilizando un coeficiente 
- 2 1 mMm' x cm-' (Williams y Kamin, 1962; Lake, 1987). 550- 
3.1.3.4. Actividad NADH-citocromo b, reductasa. 
La actividad enzimhtica de esta flavoproteina h e  medida utilizando NADH como 
dador de electrones y ferricianuro de potasio como aceptor. El medio de reaccibn contenia 
microsomas (0,l mg proteina/ml) y ferricianuro de potasio 1 mM en solucion de fosfatos 
0,l M, pH 7,5 (volurnen final= 3,O ml). La reaccion se inicio con el agregado de NADH 
0,l mM. Las medidas se realizaron a 25 "C. La reduccibn del ferricianuro de potasio se 
siguio espectrofotometricamente a 420 nrn en un espectrofotometro Aminco DW-2aTM 
UVIVIS. Para calcular la velocidad inicial de reduccion del ferricianuro de potasio se 
utiliz6 un E ~ ~ ~ =  1,02 mM-' x cm-' (Mihara y Sato, 1978). 
3.1.3.5. Peroxidacion de lipidos.. 
La peroxidacion lipidica h e  detednada en presencia de NADPH - ADP/Fe3+. En 
-53- 
estas condiciones, la iniciacion de la lipoperoxidaci6n es un proceso enzimatico 
dependiente de la presencia de la enzima NADPH citocromo P-450 reductasa rnicrosomal 
(Svingen y col., 1979). El medio de reaccion contenia microsomas (1,5 mg de proteina/ml) 
en solucion N4,HPO4-KH,P04 23 rnM - KC1 130 rnM, pH 7,4, una mezcla de ADP/Fe3' 
(ADP 1,7 mM y FeCl, 0,l mM) preparada previarnente por separado, DMFA o droga (la 
concentracion final se menciona en Resultados) y sistema generador de NADPH (NADP' 
0,55 mM, G6P 5,5 rnM; MgC1,5,5 mM y 3,5 U de G6PD). 
Las incubaciones se realizaron en Erlenmeyer de 25 ml, tapados, a 37"C, con 
agitation (90 cicloslmin) y bajo atmosfera de aire durante 60 min en un incubador New 
Brunswick Girotory Water Bath Shaker modelo G 76 (New Brunswick Scientific Co., 
Inc., Edison NJ, USA). El volurnen final de incubation fbe 3,O ml. Las drogas a ensayar 
se agregaron disueltas en DMFA y las muestras testigo recibieron el rnismo volurnen de 
solvente, cuya concentracion final no excedio el 1% (vlv). La DMFA no afecto la 
formacion de peroxidos lipidicos. 
Luego de cada incubacion las muestras se enfiiaron en hielo y se determino el 
MDA formado cuantificando las sustancias que reaccionan con el TBA (Placer y col., 
1966). A 1,O rnl de cada muestra se agrego 1,O ml de HC125% (vlv) para precipitar las 
proteinas. Posteriormente, se centrifbgo a 3000 rpm durante 15 min en una centn'fbga 
refigerada Sorvall RT 6000 a 4°C. Para determinar el MDA formado se extrajo 1,O ml 
de sobrenadante de cada muestra, a1 que se le agrego 1,O ml de TBA 0,8% (plv) en NaOH 
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0,05 N y luego se incubo a 100°C durante 15 rnin para el desarrollo del cromoforo. Una 
vez que las muestras heron enfkiadas en hielo, se les midi6 la densidad 6ptica a 535 nm 
en un espectrofotcimetro Perkin Elmer 550 S UVMS. Para 10s calculos se us6 un E,,= 
1,56 M-' x cm-I. 
3.1.3.6. Consumo de oxigeno. 
El consumo de oxigeno se midi6 polarograficamente utilizando un electrodo de 
Clark en un oxigrafo Gilson modelo 5/6 (Gilson Medical Electronics, Middleton, 
Wisconsin, USA). Los ensayos se realizaron a 30°C en un sistema que contenia 
microsomas (1,l mg de proteina/rnl) en solucion N+HP04-KH,P04 23 rnM - KC1 130 
mM, pH 7,4; sistema generador de NADPH (tal como fbe descripto en el punto 3.1.3.5.) 
y DMFA o droga (la concentraci6n final se menciona en Resultados). Otras condiciones 
experimentales se especifican en la leyenda de las tablas y figuras correspondientes. 
3.1.3.7. Generacion de anion superoxido. 
La oxidacion irreversible de la adrenalina a adrenocromo por accion del 0, es uno 
de 10s m6todos mas difundidos para medir la generacion de este radical (Misra y 
Fridovich, 1972). Las determinaciones realizadas con este metodo se llevaron a cab0 en 
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un espectrofot~metro de doble haz Aminco DW-2am W M S  a1 par 485-575 nm. El 
medio de reaccion contenia microsomas (0,27 mg proteina/rnl), adrenalina 1 mM, sistema 
generador de NADPH (tal como h e  descripto en el punto 3.1.3.5.) y DMFA o droga (la 
concentracion final se menciona en Resultados) en soluci6n Na,HPO,-KH2P0, 23 mM - 
KC1 130 mM, pH 7,4 (volurnen final= 3,O ml). Luego de iniciar la reaccion con G6PD se 
rnidio, a 30°C, la velocidad de producci6n de 0,' durante el primer minuto de reacci6n 
(Cadenas y col., 1977). La adicion de SOD h e  siempre de 6 Ulml. Para 10s cdculos se 
utilizo un coeficiente de extincion E485-5-15= 2,96 mM-I x cm-'. 
3.1.3.8. Formacion de eroxido de hidrogeno. 
La forrnacibn de H202 dependiente de NADPH fue medida s e a  una rnodificacion 
del mktodo del ferritiocianato (Thurman y col., 1972). La mezcla de reacci6n (volumen 
final 3,O ml) contenia microsomas (2 - 4 mg proteina/ml), sistema generador de NADPH 
(tal como h e  descripto en el punto 3.1.3.5.), DMFA o droga (la concentracion final se 
menciona en Resultados) y azida s6dica 5 mM o catalasa (6 Ulml) en soluci6n NqHP0,- 
KH2P0, 23 mM - KC1 130 rnM, pH 7,4. La reaccion h e  iniciada por el agregado del 
sistema generador de NADPH. Las incubaciones se realizaron en Erlenmeyers de 25 ml 
tapados, a 37°C y con agitation (90 ciclos/min) durante 10 o 20 min en un incubador New 
Brunswick Girotory Water Bath Shaker modelo G 76. Luego se agrego TCA 
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(concentraci6n final= 0,6 M) para fienar la reaccion. DespuCs de remover la proteina 
precipitada por centrihgacion a 3000 rpm durante 15 min y a 4°C en una centrifuga 
refiigerada Sorvall RT 6000, se tomaron alicuotas de 1,O ml de sobrenadante, a las que 
se les agrego 0,2 ml de sulfato amonico ferroso 10 mM y 0,l ml de tiocianato de potasio 
2,5 M. La absorbancia del complejo rojo del ferritiocianato formado en presencia de 
peroxides h e  medida a 480 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer 550 S UVMS. 
Para 10s chlculos se utiliz6 una curva esthdar de H,O,. 
3.1.4. Reduccibn microsomal del NFX. 
La metabolizacion del NFX por 10s microsomas de higado de rata se deterrninb 
espectrofotomCtricamente a travks de la disminucion de absorbancia a 406 nrn (mhximo 
de absorcion del NFX) en un espectrofotometro Aminco DW-2am W M S .  Se midi6 la 
variacion de la densidad 6ptica a 406 nm (E,= 14,8 mM" x cm-I). La mezcla de reaccion 
(volumen final= 3,O ml) contenia microsomas (1,5 mg de proteina/ml) y NFX 100 pM en 
soluci6n NqHP0,-KWO, 23 rnM - KC1 130 mM, pH 7,4. La reaccion se inicio por el 
agregado de NADPH 0,6 mM. Todas las medidas se efectuaron a 30" C. 
3.1.4.1. Efecto de la concentracibn de nitrofurano, 
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Para determinar la relacion existente entre la velocidad de reducci6n microsomal 
del NFX y la concentracibn de nitrofwano en el medio de reacci6n se utilizaron las 
mismas condiciones de medida explicadas en el punto 3.1.4. per0 en presencia de 
concentraciones variables de NFX (entre 0 y 100 pM). Para 10s calculos se consider6 la 
variacion de la absorbancia a 406 nrn en el primer minuto de reaccion (em= 14,8 mM-' 
x cm-I). 
3.1.4.2. Efecto de la concentration de proteina microsomal. 
Para establecer la relacion existente entre la velocidad de reduction microsomal 
del NFX en funcion de la cantidad de proteina rnicrosomal presente en el medio se 
utilizaron las condiciones experimentales mencionadas en el punto 3.1.4. per0 en 
presencia de canticlades variables de proteina microsomal (entre 0 y 0,6 mg de proteina). 
A1 igual que en el punto anterior, para 10s calculos se consider6 la variacion de la 
absorbancia a 406 nm en el primer minuto de reaccicin (E,,= 14,8 mM-' x cm"). 
3.1.4.3. Efecto de la anaerobiosis. 
Para establecer que efecto produce la anaerobiosis sobre la reducci6n microsornal 
del NFX 10s ensayos se realizaron en las condiciones descriptas en el punto 3.1.4. except0 
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que se utilizaron cubetas para anaerobiosis y, previo a cada determinacion, la mezcla de 
reaccion h e  gaseada con argon o nitrcigeno (libres de 0,) durante 5 min. 
3.1.4.4. Efecto de la inactivacibn del citocromo P-450. 
En 10s ensayos de inhibition del citocromo P-450 la reduccion del NFX se midi6 
en cubetas para anaerobiosis y de la manera descripta en el punto 3.1.4. per0 gaseando la 
mezcla de reaccion con monoxido de carbon0 durante 10s 5 rnin previos a la 
deterrninacion. 
3.1.4.5. Efecto de 10s inhibidores de la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa 
y del citocromo P-450. 
3.1.4.5.1. Clotrimazol. 
El clatrimazal inhibe a1 citocromo P-450 (Rogerson y col., 1977). Los microsomas 
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(1,8-2,O mg de proteinalml) se incubaron durante cinco minutos a temperatura ambiente 
en presencia de clotrimazol33 pM y NFX 100 j.M. Luego, la reduccion del NFX se inicio 
por el agregado de NADPH 0,6 rnM y se registro la variacion de absorbancia a 406 nm. 
3.1.4.5.2. Arninopiridina adenina dinucleotido fosfato (AADP). 
Este compuesto analog0 del NADP" es un inhibidor competitive de la enzima 
NADPH-citocromo P-450 reductasa (Ebel, 198 1). Se detennino el efecto del AADP sobre 
la velocidad de reduccion del NFX 100 yM y AADP (0,4 ymoleslmg de proteina 
rnicrosomal). Luego de la incubation a temperatura ambiente durante 10 rnin, la reduccion 
del NFX h e  iniciada por el agregado de NADPH 0,6 mM (E,= 14,8 mM-' x cm-I). 
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3.1.5. Aislamiento y caracterizacibn de 10s productos de la reduccibn microsomal del 
NFX. 
3 . 1 5 1  Espectros de absorcion. 
Con el objeto de hallar el o 10s posibles productos del metabolismo del NFX se 
registr6, a distintos tiempos, el espectro de absorcibn de luz visible (350-600 nm), de una 
mezcla de reaccion que contenia microsomas (0,6 mg de proteindml) y NFX 100 yM en 
solucion NqHP0,-KH,PO, 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. La reaccibn se inici6 en 
presencia de NADPH 0,6 mM (tiempo cero). Otras condiciones experimentales y de 
medida se especifican en la leyenda de las figuras correspondientes. 
3.1.5.2. Deteccion de aminas. 
Para establecer si existe produccion de aminas aromaticas como resultado de la 
reduccion microsornal del NFX se utiliz6 el metodo del acido 4-aminobenzoico (Rafii y 
col., 199 1). El sistema contenia: O,1 rnl de microsomas (2 1,22 mg de proteina/ml); 0,6 rnl 
solucion Na&PO6KI-I2PO4 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4 y NFX 50 yM o 100 yM. La 
reacci6n se largo en presencia de NADPH 0,6 rnM y se incubo a 30°C durante 3 y 24 
horn. 0,3 rnl de cada tubo heron acidificados con TCA 0,21% (concentracih final). Se 
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agrego nitrito de sodio a las mezclas (concentracion final 0,007% vlv) para formar la sal 
de diazonio y se incubo a temperatura ambiente durante 20 rnin. Luego se agrego 
sulfamato de amonio (concentracion final = 0,04% vlv) para neutralizar el nitrito de sodio. 
Posteriorrnente a la incubacion durante 3 rnin a temperatura ambiente se adiciono 
diclorhidrato de AT-(1-naftil)etilendiamina (NEDD) (concentracion final 0,35% vlv). La 
sal de diazonio fonnada con el grupo amino se acopla con el NEDD en soluciones 
acidicas y produce un complejo rojo-pikpura. La densidad optica de la mezcla h e  medida, 
a 540 nm, empleando un espectrofotometro Perkin Elmer 550 S WMS. La cantidad de 
acido 4-aminobenzoico formado h e  calculada a partir de una curva estiindar realizada con 
acido p-aminobenzoico. 
3.1.5.3. Cromatografia en placa delgada. 
Este mktodo h e  utilizado para aislar 10s productos de la reduccion rnicrosomal del 
NFX. Para ello 10s microsomas heron incubados previamente con el nitrohrano en un 
sistema de reaccion que contenia: microsomas (6 mg proteinahl), NFX 1 mM, sistema 
generador de NADPH (tal como h e  descripto en el punto 3.1.3.5.) en solucion NqHP0,- 
K W O ,  23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4, en un volurnen final de 200 p1. La incubacion se 
realizo a 34°C durante 0, 1,2,3 y 24 horas con agitation (90 cicloslmin) en un incubador 
New Bmswick Girotorv Water Bath Shaker modelo G 76. 
La reaccion h e  frenada de dos formas diferentes: 
1) Se sumergieron 10s tubos en agua a 100°C y luego se centrihgaron a 10000 rpm 
durante 10 min en una centrihga Eppendorf 54 14. 
2) Se realizo una extraction clorof6rmica agregando a cada tubo 0,2 rnl de 
cloroformo, se agito y la fase orghica (inferior) se separo con pipeta Pasteur. Luego la 
muestra fue concentrada por evaporacion del solvente burbujeando con argon. 
Seguidamente, 20 pl del sobrenadante o 5 pl del concentrado orgitnico fberon 
sembrados en placas para cromatografia en placa delgada Baker Si 250 F TLC plate (J.T. 
Baker Chemical Co., Phillipsburg, NJ, USA). El solvente de corrida h e  acetona:acetato 
de etilo 2:3 (vlv) en ambos casos. 
Los resultados fueron observados bajo liunpara de W (Tsai, 1987). 
3.1.5.4. Cromatogafia liauida de alta resolucion (HPLC). 
Para analizar 10s productos de la reduccion microsomal del NFX 50 pM, 10s 
microsomas heron incubados en presencia del nitrofurano. La mezcla de reaccibn 
contenia: microsomas (1,5 mg de proteinalml) y NFX 50 pM en solucion NqHP0,- 
KH,PO, 23 rnM - KC1 130 mM, pH 7,4. La reaccion fue iniciada por el agregado de 
NADPH 0,6 mM. Despuds de 2 hs de incubaci6n a 37°C la muestra fbe tratada tal como 
fbera desaipto por Reed y col. (1980). Los microsomas se precipitaron por centrihgacion 
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a 105000 g y a 4°C durante 45 min en una ultracentrifiga Beckman L8-70 M, rotor 60 Ti. 
Las proteinas presentes en 0,5 ml de sobrenadante k o n  precipitadas por agregado de 25 
pl de acido percl6ico 70% (vlv) y posterior centrifigacion a 10000 rpm en una cenbrifuga 
Eppendorf5414. El sobrenadante se neutraliz6 con NaHCO, (40 mg de polvo seco) y se 
illt1-6 con filtros de nylon de 0,22 p m  (Micro Separations, Inc., Flanders RD, Westboro, 
USA). La muestra filtrada fie utilizada en el anilisis por HPLC, para lo cual se empleo 
un crornatografo HPLC Pharmacia LKB VWM 2141 conectado a un detector 
espectrofotometrico y una columna Spherisorb 250 x 4 rnm (5 pm, Pharmacia, Suecia). 
La fase movil fie metanol70% (vlv) y la velocidad de flujo fie de 0,6 rnl/min. La eluci6n 
de la columna h e  seguida espectrofotom~carnente a las longitudes de onda indicadas 
en la leyenda de las figuras correspondientes. 
Se realizo gracias a la colaboracib del Dr. Gross, Departamento de Quimica 
Orghica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
3.2.1. Preparacibn de mitocondrias. 
Para el aislamiento de mitocondrias hepaticas se utilizaron ratas ayunadas durante 
las 24 hs previas, tal como h e  descripto por Johnson y Lardy (1 967), empleando sacarosa 
0,24 M y EDTA 1 mM en solucion Tris-HC1 50 mM, pH 7,4 como medio de 
homogeneizacion y en proporcion de 9 d g  de higado. El homogenado h e  sometido a 
centrifugation diferencial a 4" C en una c e n a g a  refigerada Sorvall RC-5B, rotor SS-34. 
Los nucleos y restos celulares heron precipitados a 600 g durante 10 min. El 
sobrenadante h e  centrihgado luego a 6800 g durante 10 min. Despues de realizar un 
lavado en la centrihga a 6800 g con el medio de homogeneizacii>n, las mitocondrias 
heron resuspendidas en el mismo medio, a una concentration de 20-25 mg de proteinah1 
y heron utilizadas en el dia del aislamiento. Cuando h e  necesario, las mitocondrias se 
rompieron por congelamientos y descongelamientos sucesivos (3 veces) en nitrogen0 
liquido. 
3.2.2. Medida de la velocidad de respiraci6n. 
La velocidad de respiracibn h e  medida polarogrrificamente empleando un oxigrafo 
-65- 
Gilson modelo 516 (Gilson Medical Electronics, Middleton, Wisconsin, USA) provisto de 
un electrodo de Clark a 30°C. Para la respiracion mitocondrial, la mezcla esthdar de 
reaccion (1,8 ml) contenia rnitocondrias (1,O-2.0 mg de proteina/rnl); sacarosa 0,24 M; 
KC1 34 mM7 MgCl, 5 mM; EDTA 0,9 mM; Tris-HC19 mM y solucidn NqHP0,-KH,PO, 
6 mM, pH 7,4. Salvo otra indicacidn, las concentraciones de sustrato utilizadas heron las 
siguientes: L-malato 5 mM; L-glutamato 5 mM (mas malonato 2,5 rnM) o succinato 10 
mM (mhs rotenona 3 pM) y NADH 2,5 mM. La velocidad de respiracion mitocondrial fue 
medida en el estado metabolic0 "3" despuCs del agregado de ADP 0,5 mM. El indice de 
control respiratorio fue calculado s e a :  
hdice de control respiratorio (ICR) = estado "3" 
estado "4" 
3.2.3. Determinacidn del aumento del volumen mitocondrial. 
El aumento del volumen mitocondrial inducido por Ca2+ o K+ f ie  medido a 30°C 
siguiendo el cambio de absorbancia de la suspension mitocondrial a 540 nm (Boveris y 
Stoppani, 1971), con un espectrofotometro Perkin Elmer 550 S WMS. La mezcla de 
reaction contenia 0,4 mg de proteina mitocondriallml y DMFA o droga (tipo y 
concentraciones en las leyendas de las tablas y figuras correspondientes) en solucion de 
sacarosa 0,l M; KC1 50 mM7 MOPS 20 mM; KH,PO, 0,2 mM, pH 7,2. Los sustratos 
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agregados heron: L-malato 1,7 mM; L-glutarnato 1,7 mM (mas malonato 0,s rnM) o 
succinato 5 mM (mb  rotenona 0,s pM). En el primer caso (induction por Ca2+) la 
reaccion se inici6 en presencia de CaCl, 120 pM, se fieno con EGTA 0,l mM y la 
recuperacion rnitocondrial se determino despuks del agregado de ATP 2,5 rnM y MgCl, 
5 mM. Cuando el aumento del volumen mitocondrial h e  inducido por K+ el medio de 
reaccion descripto contenia valinornicina 80 nM. La reaccion se disparo con el agregado 
de ATP 2 rnM y la contraccion mitocondrial se realizo en presencia de FCCP 2 pM 
(Pressman, 1969). La velocidad del aumento del volumen mitocondrial h e  calculada a 
partir de la pendiente de 10s m d o s  correspon-dientes y es expresada como AA540 x min-' 
x (mg de proteins)-'. El aurnento mKmo h e  calculado como la diferencia entre la 
absorbancia lograda despuks de su estabilizacion y el valor de absorbancia obtenido antes 
del agregado de Ca2' o de ATP. 
3.2.4. Estado redox de 10s citocromos. 
El estado redox de 10s citocromos (G + c,) y b h e  deterrninado utilizando un 
espectrofotometro Arninco DW 2am U V M S  a 30°C (Chance, 1957). El sistema de 
reaccion contenia rnitocondrias (0,5 mg de proteinahnl); DMFA o droga (tipo y 
concentraciones en las leyendas de las tablas y figuras correspondientes) en sacarosa 0,24 
Mr KC1 34 mM; MgC1,5 mM, EDTA 0,9 rnM; Tris-HC19 mM y soluci6n NqHP0,- 
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KH2P0, 6 mM, pH 7,4. El sustrato utilizado h e  succinato 5 rnM (mas rotenona 3 pM). 
En el caso de 10s citocromos (c + G,), la absorbancia h e  medida a 552 nm, un valor 
intermedio entre las absorbancias mhxhas de 10s citocromos c (550 nm) y c, (553 
nm)(Chance, 1957). El citocromo h h e  determinado a1 par 430-410 nrn, mfimo y 
minimo de la banda de Soret (Chance, 1957). 
3.2.5. Actividad ATPasa latente. 
La actividad F,-F, ATPsintasa ATPasa mitocondrial h e  medida a 30°C en una 
mezcla de incubacion conteniendo ATP 3 mM; MgCl, 4 mM; EGTA 0,25 mM en 
solucion Tris-HC1 0,15 M (pH 7,6) en un volurnen final de 1,O rnl. La reaccion h e  
iniciada por el agregado de las mitocondrias (0,32 - 0,68 mg de proteina/ml). DespuCs de 
20 min de incubacion la reaccion se fieno agregando 0,l rnl de TCA 50% (plv). La 
concentracion de ortofosfato presente en el medio h e  determinada por el metodo de Fiske 
y Subbarow (1925). 
3.2.6. Peroxidacibn de lipidos. 
La peroxidacibn lipidica mitocondrial se determino midiendo la formacion de 
sustancias reactivas a1 TBA- El media de reacci6n cant&: mitocondrias (1,5 mg 
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proteina/ml) en solucion Tris-HC1 50 m M  - KC1 150 mM, pH 7,4, suplementada con 
NADH 2,5 mM o EDTA/Fe (ID) 0,l l/O,lO mM mas NADH 2,5 rnM, como se indica en 
Resultados. Las incubaciones (volumen final = 3 ml) se realizaron durante 60 rnin. en 
Erlenmeyer de 25 ml, a 37"C, con agitation (90 ciclos/min) y bajo atmosfera de aire en 
un incubador New Brunswick Girotory Water Bath Shaker, modelo G70. El tratamiento 
posterior de la muestra h e  igual a1 descripto en el punto 3.1.3.5., a1 describir la 
metodologia aplicada para determinar la peroxidacion lipidica en microsomas hephticos. 
3.2.7. Microscopia electrbnica. 
Los estudios de microscopia electrbnica heron realizados con la colaboracion de 
la Dra. Amanda Pellegrino de Iraldi y colaboradores, Instituto de Biologia Celular y 
Neurociencias, Facultad de Medicina, UBA. 
Las rnitocondrias (2,28 mg de proteina mitocondrial/ml) fberon incubadas durante 
60 min en presencia de M 200 pM o CG 10-248 100 pM. Las incubaciones (volumen 
final = 3 rnl) se realizaron en Erlenmeyer, a 37"C, con agitation (90 cicloslmin) y bajo 
atmosfera de aire en un incubador New Brunswick Girotory Water Bath Shaker modelo 
G 76 (New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison NJ, USA). A1 igual que en 
experimentos anteriores, las d r o p  se agregaron disueltas en DMFA y las muestras testigo 
recibieron el mismo volumen de solvente, cuya concentracion final no excedio el 1% 
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(vlv). Terminada la incubacion, las rnitocondrias aisladas fueron procesadas de acuerdo 
con 10s siguientes procedimientos: 
1- Osmiofilia post-glutaraldehido: 1,O rnl de incubado h e  fijado con 1,O ml de 
glutaraldehido 3% en buffer de fosfato 0,2 M, pH 7,3-7,4 durante toda la noche, lavado 
con el mismo buffer adicionado con sacarosa 0,32 M durante 30 min (3 cambios de 10 
rnin clu) y refijado durante 2 hs en O,Os a1 1,5% en el mismo buffer. Todo el 
procedimiento se hizo a 0,4"C. 
2- Reaccion Uran-afin: 1,O rnl de incubado h e  fijado con 1,O rnl de glutaraldehido 3% en 
buffer de fosfato 02 M, pH 7,3-7,4 durante toda la noche, lavado con NaCl0,9% en agua 
bidestilada durante 30 min (3 cambios de 10 rnin clu) seguido de la inmersion en acetato 
de uranilo a1 4% en agua bidestilada (pH 3,22). Todo el procedimiento se hizo a 0,4"C. 
Las muestras resultantes heron deshidratadas en alcoholes de graduation creciente, 
pasadas por oxido de propileno e incluidas para rnicroscopia electronica. Los cortes finos 
fueron teiiidos con citrato de plomo y observados y fotografiados con un microscopio 
electronic0 Siemens Elmiskop I o un Zeizz 109. 
3.3.1. Aislamiento de hepatocitos. 
Para el aislamiento de hepatocitos se utilizaron ratas no ayunadas, las cuales heron 
anestesiadas por via intraperitoneal con pentobarbital s6dico (5 mg/100 g de peso 
corporal). Las cklulas hepaticas fberon aisladas segiin el metodo de Seglen (1973). 
Despues de cateterizar la vena porta, el higado fbe perfhdido "in situ" durante 10 rnin a 
una velocidad de 40 d r n i n  con un medio libre de Cau [Medio A (mM): HEPES, 10; 
NaC1, 135; KC1,6,7 y glucosa, 5; pH 7,4], saturado con 0, y mantenido a 37°C. Luego 
el higado fbe extddo y perfundido durante 10 min en un sistema de recirculacion a 37°C 
con 90 ml de medio A a1 que se le agrego CaC1,2 H,O (5 mM) y colagenasa A (50 
mg1100 ml) (medio B). Antes de usar, la solucion de colagenasa h e  filtrada con filtro 
MeticelTM GA-6 0,45 pm (Gelman Sciencies Inc., Ann Arbor, Michigan, USA). El pH 
del sistema fbe mantenido en 7,4 por el agregado de 100 p1 de NaOH 1 N 4 min despues 
del comienzo de la recirculacion. El medio B fbe reemplazado por medio A durante 2 rnin 
para elirninar la colagenasa rernanente y las cClulas rotas. El higado fue transferido a una 
capsula de porcelana que contenia 30 rnl de medio B. Las celulas fberon rapidamente 
dispersadas con un peine de acero inoxidable. Los vasos y tejido conectivo fberon 
descartados. Luego de la filtration por Nytrel TI 500 (Ets Desjobert, Paris, Francis), la 
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suspension de hepatocitos fue incubada durante 4 min a 37°C y filtrada nuevarnente con 
un filtro de nylon (1 50 pm)(Filtration Armentikres, Paris, Francia). Dicha suspensibn de 
hepatocitos h e  diluida con 120 rnl de medio C conteniendo (mM): NaCl, 130; KCl, 5,2; 
MgSO,, 0,9; CaC1,2 H,O, 0,12; Tris, 20 y solucibn NaJ3P04-KH,P04, 3; pH 7,4, 
saturado con 0, y centrifugada a 300 rpm durante 90 s; el sobrenadante h e  descartado. 
Los hepatocitos fieron resuspendidos en 50 ml de medio C y heron sedimentados durante 
10 min a 0°C. Luego de descartar el sobrenadante, el sediment0 obtenido (suspensibn 
purificada de hepatocitos) fie resuspendido en medio C (hasta obtener una concentracibn 
de aproximadarnente 5 x lo6 cCVml). Dicha suspension fue filtrada a travks de filtro de 
nylon (60 pm) y mantenida sobre hielo en fi-ascos de cultivo (25 cm' de hrea)(Falcon, Div. 
Becton, Dickinson and Co., Oxnard, California, USA) durante las 4 hs posteriores a1 
aislamiento. Las suspensiones celulares utilizadas contenian miis del 85% de cklulas que 
excluyeron el azul de Triph y la actividad LDH en el sobrenadante fue menor a1 10% de 
la actividad LDH total (despuks de la lisis de las celulas). 
3.3.2. Determinacibn de la viabilidad celular. 
La viabilidad de una suspensibn de hepatocitos puede ser deterrninada a partir del 
numero de cClulas que excluyen el azul de Tripim, o por la liberacibn de enzimas 
citosolicas a1 medio extracelular. 
3.3.2.1. Ensayo de exclusion del azul de Triph, 
Teniendo en cuenta que, en toda cClula viva, la membrana plasmatica funciona 
como una barrera de permeabilidad selectiva que permite el flujo de ciertas sustancias 
desde y hacia el interior de la misma, la viabilidad celular de una suspension celular puede 
ser calculada a parti. del n h e r o  de cklulas que excluyen una solucion de azul de Tripin 
al0,2% (plv). Para ello se mezclaron volhmenes iguales de la suspension celular (diluida 
convenientemente para facilitar el conteo) y azul de Tripin 0,4% (plv) en NaCl0,9% (plv) 
(pH 7,4). Las cClulas heron contadas al microscopio utilizando una c h a r a  de Neubauer. 
3.3.2.2. Liberation de la actividad LDH a1 medio extracelular. 
El daiio de la membrana celular permite la salida a1 medio extracelular de ciertas 
enzimas citosolicas como la LDH, cuya actividad puede ser medida tanto en el medio 
extracelular (actividad enzimatica liberada) como en el medio intracelular. El daiio o la 
toxicidad celular pueden ser expresados en valores absolutos como un aumento de 
actividad enzimatica en el medio extracelular, o como una disrninucion de la misma en 
el medio intracelular, o bien en porcentaje de liberacion enzimatica corno: 
%Actividad LDH= Actividad enzimsitica liberada x 100 
Actividad enzimatica total (liberada + intracelular) 
%Viabilidad c e l u l ~  100% - %Actkidad LDH 
La reaccion bioquimica en la que se encuentra implicada esta enzima es la 
siguiente: 
LDH 
Piruvato + NADH + H+ ----------- > L-lactato + NAD' 
La concentracion de LDH presente en las muestras es proporcional a la 
concentracibn de NAD', el cual se cuantifica espectrofotom~tricamente a 340 nm. 
En 10s experimentos en 10s que se midi6 viabilidad celular en funcion del tiempo 
de incubacion se determino la actividad LDH en el medio extracelular de acuerdo con el 
metodo de Thor y col., (1978). La muestra utilizada h e  preparada de la siguiente manera: 
0,3 ml de la mezcla de incubacion heron homogeneizados con 0,l rnl de solucion Krebs- 
Henseleit (mM: NaCl, 1 18; KCl, 4,8; KH,PO,, 0,96 rnM; MgSO,, 1,2; CaCl, 2 H,O, 2,5; 
NaHCO,, 23,8; pH 7,4) conteniendo glucosa 5 mM (muestra) o O,1 ml de deoxicolato de 
sodio 2% (plv). La actividad LDH h e  determinada espectrofotometricamente a 340 nrn 
y a 30°C en un medio de reaccion que contenia 2,5 ml de piruvato de sodio 1,09 mM en 
solucion Krebs-Henseleit conteniendo albimina 2% (plv), pH 7,4 y 50 p1 de muestra. La 
reaccion se inicio con el agregado de 50 p1 de NADH 10,4 mM. El 100% de actividad 
LDH (0% de viabilidad celular) fue determinado en la suspension celular tratada con 
deoxicolato de sodio 0,5% (p/v). 
3.3.3. Incubacibn de hepatocitos en aerobiosis. 
La suspension de hepatocitos previamente obtenida h e  diluida a una concentracion 
de 3 x lo6 c e M  con medio Krebs-Henseleit suplementado con glucosa 5 mM (Hogberg 
y col., 1975). Las muestras (por duplicado) se incubaron en Erlenmeyer de 25 ml y con 
10s agregados que se indican en Resultados. Las incubaciones se realizaron en un 
incubador New Brunswick Girotory Water Bath Shaker modelo G 76, a 37"C, con 
agitation (90 ciclos/min) y bajo atmosfera de carbogeno (O,:CO, 95:5).  Las drogas, 
disueltas en DMFA fueron agregadas a tiempo cero. Las muestras control recibieron el 
rnismo volumen de solvente, cuya concentracion nunca super6 el 1% (vlv). Luego, tal 
como se indica en Resultados se tomaron alicuotas de las rnezclas de incubaci6n a 10s 
tiempos indicados para la determination de 10s pariunetros bioquimicos celulares. 
3.3.4. Determinacibn de 10s parametros bioquimicos celulares. 
Los niveles de ATP, ADP y AMP en hepatocitos fueron monitoreados por el 
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metodo de luciferina-luciferasa (L) (Lundin y col., 1976 y 1986) en una misma 
determinacion, ya que el ADP y el AMP son convertidos en ATP por las reacciones de 
la piruvato y adenilato kinasas (PK y AK, respectivamente) s e w  las siguientes 
reacciones: 
AK 
 AM^ + c ~ p  ------- > ADP + CDP 
PK 
ADP + PEP ------- > ATP + Piruvato 
L 
ATP +D-luciferina + O2 ------- > AMP + pirofosfato + oxiluciferina + CO, + foton 
Los fotones emitidos heron contados utilizando un luminometro Packard modelo 
Pico Lite. 
Despues de la incubacion aerobica de hepatocitos a 10s tiempos indicados, las 
muestras (0,2 ml) se centrifbgaron a 10000 rpm durante 5 min en una centrifbga 
Eppendorf 5414. El sobrenadante se descarto y el sediment0 resultante se conge16 y 
descongelo 3 veces en nitrogen0 liquid0 para lograr la ruptura total de las celulas.  sta as 
heron luego resuspendidas en el medio de extraction (0,l ml TCA 5% (plv)) y 
centrifugadas nuevamente. El sobrenadante h e  utilizado para la determinacion de 10s 
adenin nucleotidos. 0,01 ml del sobrenadante heron agregados a 0,3 ml de solucion Tris- 
acetato (Tris 0,l M - EDTA 2 mM - Acetato de potasio 1 M, pH 7,75). Luego de 30 
segundos a temperatura ambiente se cuentan 10s fotones emitidos durante 1 min. (blanco: 
lectura Bl). 
Seguidamente, se continuo con las siguientes etapas: 
1- agregado de 0,l ml del reactivo de monitoreo de ATP (luciferina-luciferasa 20 mg/ml 
en soluci6n Tris-acetato, se agit6 y se midi6 la emision de luz durante 1 rnin: nivel de 
ATP: lectura A, 
2- agregado de 0,01 ml de reactivo PEP-PK [mezclar volhenes iguales de 
fosfoenolpiruvato (PEP) 0,2 M, pH 6,O y PK 100 Ulml en glicerol50%], mezclar y medir 
la emision de luz luego de 1 min: nivel de ATP + ADP: lectura B; 
3- agregado de 0,01 rnl de reactivo AK-CTP [9 voliunenes de AK 5 mgml en sulfato de 
amonio, centrifbgada y dializada contra buffer Tris-acetato diluido 10 veces + 1 volumen 
citidina tri-fosfato (CTP) 250 mM]. Medir la emision de luz luego de 5 min: niveles de 
ATP + ADP + AMP: lectura C; 
4- agregado de 0,01 ml de ATP estbdar (ATP 10 yM en agua destilada), agitar y leer la 
emision de luz luego de 1 min (lectura D). 
ATP (muestra) = (A-Bl) x 0.1 nrnol 
D-C-B1 
ATP + ADP (muestra) = /B-BlS x 0.1 nmol 
D-C-Bl 
ATP + ADP + AMP (rnuestra) = (C-Bl) x 0.1 nmol 
D-C-B1 
Para realizar 10s calculos, se debe tener en cuenta el factor de dilucion empleado. 
Una vez hallados 10s niveles de adenosin nucleotidos se realizaron 10s siguientes 
calculos: 
- Relacion ATPIADP: es el cociente entre el contenido de ATP y el contenido de 
AMP de una muestra; 
- Balance energetic0 o carga energetica de adenilatos (Atkinson, 1968): tiene una 
importante funci6n regulatoria de actividades enzimaticas y del metabolismo 
celular. Revela cuhta energia posee la cklula. 
Balance energetic0 = ATP + 0.5 ADP 
ATP + ADP + AMP 
3.3.4.2. Peroxidacion de lipidos, 
En hepatocitos aislados la peroxidacion lipidica h e  deterrninada midiendo la 
formation "in vitro" de las sustancias TBA-reactivas, esencialmente como h e  descripto 
por Stacey y Kappus (1982). Los hepatocitos heron incubados en solucion Krebs- 
Henseleit (pH 7,4) suplementado con glucosa 5 mM o medio Hanks-Hepes (pH 7,4), 
suplementado con glucosa 1% (plv) y albimina 1,5% (plv) y DMFA o droga s e g h  se 
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indica en Resultados. Las incubaciones se realizaron tal como se describio en el punto 
3.3.3., a 37°C: con agitation y bajo atmosfera de carbogeno. A 10s tiempos indicados se 
tornaron muestras (1,O ml) de la mezcla de incubation a las que se les agrego 0,67 rnl de 
TCA 20% (plv). Despues de centrifugar a 3000 rpm durante 15 min y a 4°C en una 
centrifbga refiigerada Sorvall RT 6000, se tomb 1,O ml de sobrenadante, a1 que se le 
agrego 0,33 ml de TBA 0.67% (plv) en NaOH 0,05 N. Las muestras fueron calentadas a 
100°C durante 15 min y enfiiadas en bail0 de hielo. La absorbancia de la mezcla fue 
medida a 532 nrn en un espectrofot6metro Perkin Elmer 550s W M S .  La cantidad de 
sustancias TBA-reactivas h e  calculada utilizando un coeficiente de extincion E5,, = 1,56 
x lo5 M-' x cm-'. 
3.3.4.3. Consumo de oxi~eno. 
El consumo de oxigeno en hepatocitos se midi6 en un oxigrafo Gilson modelo 516 
(Gilson Medical Electronics, Middleton, Wisconsin, USA), utilizando un electrodo de 
Clark. Los ensayos se realizaron a 30°C y el medio de reaccion contenia: hepatocitos (6 
x lo5 c6lIml) en solucion Krebs-Henseleit suplementada con HEPES 12,5 rnM, pH 7,4 
(Rossi y col., 1986) y DMFA o droga (concentraciones en las leyendas de las tablas y 
figuras correspondientes). 
3.3.5. Incubacidn de 10s hepatocitos en anaerobiosis. 
Las incubaciones anaerobicas de hepatocitos se realizaron en Erlenrneyers tapados, 
a 37°C y con agitation (90 ciclos/min) en un incubador New Brunswick Girotory Water 
Bath Shaker modelo G 76. La mezcla de reaccion contenia: hepatocitos (1 - 4 x 106 
cellrnl) en solucion Krebs-Henseleit suplementada con glucosa 5 mM, pH 7,4 y DMFA 
o droga en las concentraciones descriptas en la leyenda de las figuras correspondientes. 
Para asegurar la anaerobiosis desde el comienzo de la reaccion la suspension a incubar h e  
gaseada con N, (libre de 0,) durante 10s 90 s previos al inicio de la incubaci6n. 
Se sacaron alicuotas a distintos tiempos, las cuales heron inrnediatamente 
procesadas para el analisis por HPLC o conservadas a -20°C (no mis de una semana) 
hasta su posterior utilizacibn. 
3.3.5.1. Cromatografia liauida de alta resolucion (HPLC). 
El tratamiento de la rnuestra previo a1 pasaje por columna de HPLC h e  realizado 
se&n el rndtodo descripto por Reed y col. (1980) con las rnodificaciones que se 
mencionan a continuacion. La muestra proveniente de la incubation de 10s hepatocitos 
con droga h e  centrifbgada durante 4 min a 7000 rpm y a 4°C en una centrihga 
reiiigerada Sorvall RC-5B rotor SS 34. El sediment0 resultante se resuspendi6 con 2,O ml 
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de NaCl0,9% (plv), se centrifbgo en las condiciones descriptas (lavado) y se resuspendi6 
nuevamente en 1,O rnl de NaCl 0,9% @/v). Las proteinas heron precipitadas con el 
agregado de 50 pl de acido percl6rico 70% (vlv) y separadas por centrifbgacion a 7000 
rpm durante 5 min. El sobrenadante h e  neutralizado con NaHCO, (40 mg de polvo seco) 
y filtrado con filtros de nylon de 0,22 pm (Micro Separations Inc., Flanders RD, 
Westboro, MA, USA). La muestra filtrada h e  utilizada en el analisis por HPLC, para lo 
cual se emple6 un cromatografo HPLC Pharmacia LKB VWM 2 14 1 conectado a un 
detector espectrofotomdtrico y una columna Spherisorb 250 x 4 mrn (5 pm, Phannacia, 
Suecia). La fase mbvil fbe metanol70% (v/v) y la velocidad de flujo fue de 0,6 rnllmin. 
La elucion de la columna h e  seguida espectrofotomdtricamente a las longitudes de onda 
indicadas en la leyenda de las figuras correspondientes. 
La concentraci6n de proteinas se determino en las preparaciones de mitocondrias 
y microsomas por el metodo de Biuret modificado por Gornall (Gornall y col., 1949) en 
presencia de deoxicolato de sodio 0,1% (vlv). Se utilizo como esthdar una soluci6n de 
albhnina sdrica bovina. 
Cuando 10s valores presentados heron el promedio de medidas realizadas por 
duplicado, 10s valores experimentales se desviaron de la media en menos del 5%. Cuando 
se realizaron nxis de 2 determinaciones, 10s valores presentados representan el promedio 
h error esthndar de la media. Los anhlisis estadisticos se realizaron usando el test "t" de 
Student para muestras no apareadas. Se considera p<0,05 como estadisticarnente 
significative. Salvo otra indication el efecto de la droga h e  calculado tomando como 
valor control el valor hallado en la muestra que contiene DMFA en iguales condiciones 
experimentales. 
RESULTADOS Y DISCUSION 
El grupo nitro de un nitrocompuesto puede ser reducido por un electron y formar 
el radical nitroanion (RNO,, Figura 4.1), en presencia de NADPH como dador de 
equivalentes de reduccidn y en una reaccibn catalizada por la enzirna rnicrosomal 
NADPH-citocromo P-450 reductasa (Masana y col. 1984a y 1984b; Minchin y col. 1986; 
Wong y Agrawal, 1988). 
Citocromo P-450 reductasa 
Xantina oxidasa 
e - e- 
T R-NO,- L-- R-N=O L d  R-NHO- 
Compuesto e- Radical Derivado 
nltro- nitro-anion nitroso 
aromatic0 
(no enzimatico) 1 he- R-NHOH Derivado hidroxilamina 
02- 0 2  
Anion 
superoxido 
1 Superbxido l2 e- R-NH, dismutasa Derivado (Fe +2) amina 
H202 - OH' -- -- - - + ~~Dafio en 10s tejidos?? 
Peroxido 
de 
hidrogeno 
Radical 
hidroxilo 
Catalasa 
Glutation peroxidasa 
H20 
FIGURA 4.1. Metabolism0 propuesto para la reduccih de 10s nitrocompuestos aromaticos ( Minchin y col., 1986). 
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En presencia de oxigeno, el radical nitroanion puede reoxidarse y regenerar el 
nitrocompuesto original R-NO, (Figura 4.1). Es por ello que la formacion del radical 
nitroanion s d o  es detectable en anaerobiosis por espectrometria de resonancia 
paramagnetica electronics (Figura 4.2)@ocampo y col., 198 1 a; Fernhndez Villamil y col., 
1990a). En estas condiciones, dicho radical nitroanion puede dar origen a formas mas 
reducidas y muy toxicas como 10s derivados nitroso e hidroxilamina (Figura 4.1). 
FIGURA 4.2. Espectro de resonancia paramagnetica electnjnica &I radical nitroani6n correspondiente a1 Nihrtimox. 
A: Nifurtimox; B: muestra Control (tornado de Fe&dez Villamil y col., 1990a). 
Con el objeto de dilucidar si el citocromo P-450 y/o la enzima NADPH-citocromo 
P-450 reductasa participan en la reduccion del radical nitroanion a otras formas mas 
reducidas, se estudi6, en microsomas de higado de rata, el efecto de inhibidores "in vivo" 
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e "in vitro" de dicho citocromo P-450 ylo de la actividad NADPH-citocromo P-450 
reductasa sobre el metabolismo reductivo del nitrofUrano antichagrisico nifurtimox (NFX). 
Para ello, se utilizaron: 
a) 10s siguientes inhibidores "in vivo ": 
- del citocromo P-450: Cobalto-protoporfirina IX (Co-proto) (Muhoberac y col., 1989) y 
CoCl, (Tephly y Hibbeln, 1971); 
- de la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa: Co-proto y Metimazol (Muhoberac 
y col., 1989; Ram y Waxman, 1992); 
b) 10s siguientes inhibidores "in vitro ": 
- del citocromo P-450: monoxido de carbon0 y clotrimazol (Omura y Sato, 1964; 
Rogerson y col., 1977; Lemaire y Livingstone, 1994); 
- de la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa: aminopiridina adenina dinuclebtido 
fosfato (AADP) (Ebel, 198 1; Lemaire y Livingstone, 1994). 
4.1. Contenido de citocromos y actividades enzimaticas microsomales. 
Para estudiar la participation del citocromo P-450 hepatic0 en el metabolismo 
reductivo de 10s nitrofuranos, se emplearon microsomas de higado de ratas tratadas 
previamente con Co-nroto, CoCl, o Metimazol. La adrninistracion de estas drogas a 10s 
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animaies produce disminucion en el contenido rnicrosomal de citocromo P-450 (Co-proto 
y CoClJ y/o en la actividad enzimatica NADPH-citocromo P-450 reductasa (Co-proto y 
Metimazol) de 10s microsomas hepaticos (Muhoberac y col., 1989; Tephly y Hibbeln, 
1971; Ram y Waxman, 1992). 
La Tabla 4.1 muestra el efecto de 10s distintos tratarnientos sobre el contenido de 
citocromos P-450 y b, y/o sobre las actividades enzimhticas NADPH-citocromo P-450 y 
NADH-citocromo b, reductasa, en microsomas hepaticos. 
El contenido de citocromo P-450 disminuyo aproximadamente un 65% 
(microsomas Co-proto; p<0,001) y 47% (microsomas CoCl,; p<0,001), respecto del valor 
obtenido con microsomas de animales que solo recibieron el vehiculo de cada droga 
utilizada (microsomas Control; Tabla 4.1). En cambio, en 10s microsomas Metimazol se 
encontro un increment0 del25% (p<0,025) en el contenido de citocromo P-450, respecto 
de 10s microsomas Control (Tabla 4.1). 
En 10s microsomas aislados de ratas prevlamente tratadas con Co-proto y CoCl,, 
el contenido de citocromo b, cay0 un 33% (p<0,001) y un 18% (p<0,05) 
(respectivamente) del valor hallado con microsomas Control (Tabla 4.1). El porcentaje de 
disminucion obtenido en el contenido de citocromo b, h e  menor que el porcentaje de 
disminucion hallado en el contenido de citocromo P-450. Estos resultados concordaron 
con lo descripto por Tephly y Hibbeln (1971) y Drummond y Kappas (1982). Sin 
embargo, en el caso de 10s microsomas Metimazol se obtuvo un estimulo del 75% 
(p<0,001) en el contenido microsomal de citocromo b, (Tabla 4.1). 
TABLA 4.1. Efecto del tratamiento previo de 10s animales sobre el contenido de citocromos y 
actividades enzimaticas en microsomas de higado de rata. 
Microsomas 
Contenido de citocromos Actividades enzimaticas 
citocromo citocromo NADPH NADH 
P-450 b5 cit P-450 cit b, 
reductasa reductasa 
(nmol x mg prot-l) nmol cit c urn01 FeCNK 
m i n  x mg prot x mg prot 
Control 
Metimazol 
Los datos son valores promedio h E.S.M. de, por lo menos, cuatro determinaciones independientes. Las condiciones experimentales 
se describen en Mdtodos. 
": p<0,05; b: p<0,025; d: p<0,005; ": p<0,001 respecto del valor obtenido en ausencia de tratamiento previo del animal. 
En la Tabla 4.1 se puede ver tambih que la actividad NADPH-citocromo P-450 
reductasa se encontr6 reducida a un 57% (microsomas Co-proto, p<0,005) y a un 65% 
(microsomas Metimazol, p<0,05) del valor obtenido con microsomas Control, rnientras 
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que el tratamiento previo de 10s animales con CoCl, no produjo modificaciones 
significativas en esta actividad enzimatica. 
La actividad NADH-citocromo b, reductasa no sufrio alteraciones significativas 
ni por el tratamiento previo de 10s animales con Co-proto ni por el tratamiento previo 
con CoC1, (Tabla 4.1). En cambio, 10s microsomas Metimazol mostraron un 
increment0 de 1,5 veces (p<0,05) en dicha actividad enzimatica, respecto de la 
actividad obtenida con microsomas Control (Tabla 4.1). 
4.2. Consumo de oxigeno y generacibn de anibn superbxido. 
Teniendo en cuenta que 10s nitrofuranos, a1 ser metabolizados en el higado, 
riiion, rniocardio, cerebro y testiculo (Docampo y col., 1981a y 1981b; Moreno y col., 
1980 y 1982; Vroomen y col., 1987c; Hoogenboom y col., 1992 y 1994) pueden dar 
origen a un ciclo redox donde se consume 0, y se genera anion superbxido (0,') 
(Figura 4. I), se analizo el efecto de distintos nitrofuranos (NFX, NFA y NFZ) sobre 
el consumo de 0, y la producci6n de 0; utilizando las distintas preparaciones 
microsomales estudiadas (Tablas 4.2 y 4.3). 
La Tabla 4.2 muestra el efecto de 10s nitrofuranos de importante aplicacion 
clinica NFX, NFA y NFZ sobre el consumo microsomal de 0, en las cuatro 
preparaciones experimentales utilizadas: Co-proto, CoCl,, Metimazol y Control. 
TABLA 4.2. Efecto de 10s nitrofuranos sobre el consumo de oxigeno microsomal. 
Consumo de oxigeno 
(nmol 0, x min-I x mg proteins-l) 
Muestra 
Microsomas 
Control 
Microsomas 
Co-proto 
Microsomas 
CoC1, 
Microsomas 
Metimazol 
Testigo 1 2 , 6 6 4 1 , 7 8  
N F Z  
El consumo de oxigeno se midi6 durante 4 a 5 min. Los nitrofuranos (100 p1M) se agregaron disueltos en DMFA; todas las muestras 
recibieron igual volumen de solvente, cuya concentration tinal nunca excedii, el 1% (pfv). Testigo: muestra que contenia DMFA. Otras 
condiciones experimentales se descri'ben enM6todos. Los valores representan la media i E.S.M. de, por lo menos, cuatro determinaciones 
independientes. Entre parhtesis, % de estimulo del consumo de 0, respecto de la muestra testigo en la misma preparaci6n microsomal. 
P pG,05; b: pi0,025; 4 pG,005 respecto de la preparacih de microsomas Control; *: p<0,05; 8: pc0,Ol; $: p<0,005; $: p<0,001 respecto 
de la muestra testigo en la misma preparacibn microsomal. 
Cuando se compari, el consumo de oxigeno obtenido con 10s rnicrosomas 
provenientes de ratas que recibieron 10s distintos tratamientos respecto del hallado con 
10s rnicrosomas Control se observo que: 
-89- 
- en las muestms testigo (muestras que contenian DMFA, solvente de 10s nitrofuranos), 
correspondientes a 10s rnicrosomas Co-proto, CoCl, y Metimazol, el consumo de 0, h e  
igual a15 1% (p<0,05), 73% y 3 5% (p<0,025), respectivamente, del 0, consumido por 
10s microsomas Control en las mismas condiciones experimentales (Tabla 4.2). 
- en presencia de 10s n i t r o h o s  estudiados (NFX, NFA o NFZ), el oxigeno 
consumido por 10s rnicrosomas Co-proto o Metimazol h e  significativamente menor 
que el consumido por 10s microsomas Control en las mismas condiciones 
experimentales (p<0,05; Tabla 4.2); 
- no se encontraron diferencias significativas a1 comparar el consumo de oxigeno de la 
muestra testigo correspondiente a 10s microsomas CoCl, y el oxigeno consumido por 
10s microsomas Control en iguales condiciones experimentales (Tabla 4.2); 
- tarnpoco se hallaron diferencias significativas en la cantidad de oxigeno consumido 
por 10s microsomas CoC1, en presencia de NFX o de NFA y el oxigeno consumido por 
10s rnicrosomas Control en iguales condiciones experimentales (Tabla 4.2); 
- en presencia de NFZ, el consumo de oxigeno producido por 10s microsomas CoC1, 
fue significativamente menor que el obtenido empleando rnicrosomas Control @<0,05; 
Tabla 4.2). 
La determinacion del consumo de 0, en presencia de nitrofuranos revel6 que, 
tanto el nifiutimox (NFX) como la nitrofurantoha (NFA) y la nitrofurazona (WZ) 
produjeron un estimulo significative del consumo de oxigeno en cada una de las cuatro 
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preparaciones microsomales estudiadas, respecto del 0, consurnido por la muestra 
testigo correspondiente a la rnisma preparation microsomal (Tabla 4.2). La Figura 4.3 
muestra el efecto de la concentracion de NFX sobre el consumo microsomal de 0,. Se 
observa que existe correlacibn (I= 0,99) entre la concentracion de NFX presente en el 
medio y el consumo rnicrosomal de 02. Los otros nitrofuranos estudiados dieron 
resultados sirnilares (datos no presentados). 
FIGURA 4.3. Consumo de oxigeno microsomal en h c i 6 n  de la concentracion de NFX. Se midi6 el consumo de 
oxigeno polarograficamente en un sistema & reaction que contenia microsomas (1,l mg de 
proteinalml), sistema generador de NADPH y distintas concentraciones de NFX en solution 
N ~ 0 4 - K H J ' 0 4  23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. Otras condiciones experimentales se describen 
en Metodos. 
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La Tabla 4.3 muestra el efecto de NFX, NFA y NFZ sobre la generacion de 0, 
en las cuatro preparaciones microsomales estudiadas: Co-proto, CoCl,, Metimazol y 
Control. 
En ausencia de nitrofurano (muestras testigo), el 0; generado por 10s 
microsomas de animales pre-tratados con Co-proto, CoCl, o Metirnazol fue 
significativamente menor que el O i  producido por 10s microsomas Control (Tabla 4.3). 
En cada una de las preparaciones microsomales estudiadas, el agregado de 
nitrofurano (NFX, NFA o NFZ) al medio de reaccion estimul6 significativamente la 
producci6n de O,, respecto de la muestra testigo correspondiente (Tabla 4.3). El 
estimulo (nhnero de veces) de la generacion de 0, producido por cada nitrofurano, 
respecto de la muestra testigo se muestm, entre parhtesis, en la Tabla 4.3. La cantidad 
de 0; producido por 10s microsomas Co-proto o Metirnazol fue significativarnente 
menor Op<0,05) que la obtenida con 10s microsomas Control, en las mismas 
condiciones experimentales (Tabla 4.3). En cambio, no se encontraron diferencias 
significativas al comparar, para cada uno de 10s nitrofuranos estudiados, la generacion 
de 0,- obtenida con microsomas CoCl, y la producida por 10s microsomas Control 
(Tabla 4.3). 
TABLA 4.3. Efecto de 10s nitrofimnos sobre la production microsomal hepatica de anion super6xido. 
Generacion de 0,- 
(nmol 0,- x min-I x mg proteins-l) 
- 
Muestra 
Microsomas 
Control 
Microsomas 
Co-proto 
Microsomas 
coc1, 
Microsomas 
Metimazol 
Testigo 2,23+0,08 
NFA 
NFZ 17,11+2,75$ (8) 5, 73k0,53$b (10) 15,29+2,00$ (46) 8,45+2,44*" (9) 
El 0; fue determinado por el metodo del adrenocromo segh  se detalla en Mdtodos. Los valores heron obtenidos luego de restar a cada 
uno el valor ballado en las mismas condiciones experimentales per0 en presencia de 6 Ulml de SOD y corresponden a1 primer minuto de 
incubacih Muestra testigo: control de droga que contenia DMFA. Concenkdn de n i t r o ~ o :  100 pM. Los valores representan la media 
h E.S.M. de, por lo menos, cuatro deterrninaciones independientes. Entre pmhtesis, estimulo (niunero de veces) respecto de la muestra 
testigo correspondiente a la misma preparacibn microsomal. ": p<0,05; b: p<0,025; ": p<0,001 respecto de 10s microsomas Control; *: 
p<0,05; 5: p<0,005; $: p<O,OOl respecto de la muestra testigo correspondiente a la misma preparacion microsomal. 
La omision de NADPH o de microsomas a la mezcla de reaccion o el agregado 
de SOD previno la formation del adrenocromo, c o n h a n d o  de esta forrna la 
generacion de 0,. 
Los resultados correspondientes a la generacion de 0, se correlacionaron con 
10s obtenidos previarnente en el consumo de 0, utilizando las mismas preparaciones 
experimentales (Tablas 4.2 y 4.3). 
4.3. Produccibn de perbxido de hidrbgeno. 
El peroxido de hidrogeno es una especie no radical resultante de la adicion de 
un segundo electron a1 anion superbxido (Figura 4.1; Reaccion 4, pag. 15) (Halliwell 
y Gutteridge, 1984; Brunori y Rotilio, 1984). Debido a que el 0, se forma como 
consecuencia del ciclo redox de 10s nitrofuranos, nos pareci6 interesante estudiar el 
efecto de 10s mismos sobre la produccirin de peroxido de hidrogeno. La Tabla 4.4 
muestra la produccion de H202 obtenida con cada una de las preparaciones 
microsomales estudiadas y en presencia de 10s diferentes nitrokanos. 
La produccion microsomal hepatica de peroxido de hidrogeno disminuyb 
significativamente en 10s microsomas Co-proto, CoCl, y Metimazol (Tabla 4.4), 
comparada con la obtenida con microsomas Control. En las muestras testigo, 10s 
nrnoles H202 producidos por mg de proteina microsomal cayeron un 7 1 % (microsomas 
Co-proto), 67% (microsomas CoCl,) y 55% (microsomas Metimazol). El agregado de 
nitrofurano (100 pM) al medio de incubacirin produjo un increment0 significative de 
la formacion de H20, respecto de la muestra testigo correspondiente. Dicho aumento, 
expresado en niunero de veces, fie, en 10s microsomas Control, de 1,3 (NFX); 2,2 
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(NFA) y 2,6 (NFZ); en 10s microsomas Co-proto, de 2,8 (NFX); 4,3 (NFA) y 4,9 
(NFZ); en 10s microsomas CoCl,, de 3,6 (NFX); 5,5 (NFA) y 6,O (NFZ) y, en 10s 
microsomas Metimazol, de 2,4 (NFX); 3,6 (NFA) y 4,l (NFZ). Estos resultados se 
correlacionaron con 10s obtenidos a1 medir el consurno de oxigeno y la generacion de 
anion superoxido (Tablas 4.2 y 4.3). 
TABLA 4.4. Efecto de 10s nitrohanos sobre la produccion microsomal hepatica de peroxido de 
hidrogeno. 
Producci6n de H202 
(nmol H202 x mg proteins-l) 
Muestra 
Microsomas Microsomas Microsomas Microsomas 
Control Co-proto CoC1, Metimazol 
Testigo 2 4 2 , 8 3 + 1 8 , 1 7  
N F Z  
El H,O, fue medido por el mktodo del ferritiocianato tal como se descriie en Mitodos. Muestra testigo: control de droga que contenia 
DMFA. Concentracidn de nitrofurano: 100 pM. Los valores representan el promedio & E.S.M. de, por lo menos, tres determinaciones 
independientes realizadas por duplicado. 
": p<0,05; b: ~ ~ 0 , 0 2 5 ;  ": p<0,001 respecto de 10s microsomas Control; *: p<0,05; 8: ~€0,005; $: p<O,OOl respecto de la muestra testigo 
correspondiente a la misma preparacibn microsomal. 
4.4. Peroxidaci6n de lipidos inducida por NADPH-Fe. 
La exposici6n de las membranas biologicas a1 estres oxidativo resulta en una 
degeneraci6n progresiva de su estructura y en la perdida de su actividad (Dubin y col., 
1990b; Halliwell y col., 1992). Por ello, se decidio analizar el efecto de 10s n i t ro~anos  
productores de estres oxidativo sobre la peroxidaci6n de lipidos utilizando las distintas 
preparaciones microsomales estudiadas. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Tabla 4.5. 
En ausencia de nitrofurano (muestras testigo), 10s microsomas Co-proto o 
Metimazol e incubados en presencia de sistema generador de NADPH y complejo 
ADP-Fe3+, produjeron el 62% (microsomas Co-proto; p<0,001) y el 68% (microsomas 
Metimazol; p<0,01) de las sustanicas reactivas a1 TBA producidas por 10s microsomas 
Control (Tabla 4.5). En las mismas condiciones experimentales, 10s microsomas CoCl, 
produjeron el 83% de las sustancias que reaccionan con el TBA, no habiendose 
encontrado diferencia significativa respecto del valor hallado con 10s microsomas 
Control (Tabla 4.5). 
En todas las preparaciones microsomales estudiadas, el agregado de 10s 
nitrofuranos NFX, NFA y NFZ a la mezcla de reacci6n inhibio significativamente la 
peroxidacibn lipidica microsomal, respecto de la muestra testigo conespondiente 
(Tabla 4.5). 
TABLA 4.5. Efecto de 10s nitrohanos sobre la peroxidacion de lipidos en microsomas hepaticos 
incubados con sistema generador de NADPH y complejo ADP-I?e3'. 
Sustancias TBA-reactivas (nmoles M D A / ~ ~  proteina) 
Muestra 
Microsomas 
Control 
Microsomas 
Co-proto 
Microsomas 
CoC1, 
Microsomas 
Metimazol 
Testigo 37,86+2,39 23,29+1,36e 31,48+1,64 25,67+3,18" 
NFX 28,55&2,75t(25) 16,681tl,42Sd(28) 20,30f0,79Sb(36) 14,33+2,27td(44) 
NFA 22,11_+2,79$(42) 10,9141,08~(53) 8, 31f1, 05Sd(74) 8,29+1, 94Sd(68) 
NFZ 
La peroxidacih lipidica se midi0 tal como se describe en MCtodos. Muestra testigo: control de droga que contenia DMFA. Concentration 
de n i i r o h o :  100 pM. Los valores representan el promedio * E.S.M. de, por lo menos, seis determinaciones independientes realizadas 
por duplicado. Entre p k t e s i s ,  % de inhiiicibn de la peroxidacibn de lipidos respecto del valor de la muestra testigo correspondiente a 
la misma preparation microsomal. b: p<0,025; ': p<0,01; d: p<0,005; ": p<0,001 respecto de 10s microsomas Control; t: ~ ~ 0 , 0 2 5 ;  
5: p<0,005; $: p<O,OOl respecto de la muestra testigo correspondiente a la misma preparacibn microsomal. 
4.5. Reducci6n del nifurtimox por microsomas hepatic~~. 
Estudios previos realizados por Docarnpo y col., (198 la) y Fernhdez Villamil 
(1990) revelaron que 10s microsomas de higado de rata son capaces de reducir a1 grupo 
nitro del NFX Para estudiar el metabolismo reductivo de dicho nitrohano, se analizo 
la actividad nitro-reductasa microsomal hepatica en fUnci6n de: 
- la concentracibn de NFX (sustrato) presente en el medio de reaccion; 
- la concentracion de proteinas microsomales presente en el sistema. 
Tambikn se analizo el efecto de: 
- el dador de 10s equivalentes de reduccion (NADH o NADPH); 
- la adrninistracion de inhibidores "in vivo" del citocromo P-450 y/o de la enzima 
NADPH-citocromo P-450 reductasa; 
- el agregado a1 medio de reaccibn de distintos inhibidores "in vitro" de la actividad 
NADPH-citocromo P-450 reductasa o del citocromo P-450 sobre la velocidad de 
reduccion del NFX. 
La actividad nitro-reductasa microsomal hepatica, medida a travks de la velocidad 
de reduccion del NFX, se determino registrando la desaparicion de la absorbancia del 
nifixtimox a A= 406 nm (mitximo de absorcibn del NFX; Figura 4.4) en funci6n del 
tiempo de incubacion y en un sistema de reaccion que contenia microsomas, NFX y 
NADPH como dador de equivalentes de reduccion. 
LUNGITUD DE ONDA ( n m )  
FIGURA 4.4. Espectro & absorcibn del NFX Se realiz6 el espectro de una solucibn de NFX 100 pM en Na,HPO,- 
W O ,  23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. Otras condiciones experimentales se describen en M6todos. 
4.5.1. Efecto de la concentracion de NFX. 
Teniendo en cuenta que 10s nitrofbranos son metabolizados por el sisterna 
microsornal hepatic0 se realizaron 10s siguientes experimentos para establecer la relacion 
existente entre la velocidad de reduccion microsomal del NFX y la concentracion del 
mismo en el medio de reaccibn. La Figura 4.5 muestra las graficas de la velocidad de 
reduccion del NFX en h c i o n  de la concentracion de sustrato (NFX), para cada una de 
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las preparaciones rnicrosomales estudiadas (Control, Co-proto, CoC1, y Metirnazol). 
FIGURA 4.5. Reduccionmicrosomal del NFX en hci6n de la c o n c m 6 n  de ese nitrohano presente en el medio 
de reacci6n Se midi6 espectrofotometricamente la variaci6n de absorbancia a 406 nm. La mezcla de 
reacci6n contenia: microsomas (0,67 mg de proteidml) y concentraciones variables de NFX en 
soluci6nNaJP0,-KH,PO, 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. La reaccion se inici6 con el agregado de 
NADPH 600 pM. A: microsomas ControI; B: microsomas Co-proto; C: microsomas CoC1,; D: 
microsomas Metimazol. Otras condiciones experimentales se describen en Mktodos. 
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En todos 10s casos, las cmas  obtenidas heron de tipo sigmoide, indicando que la 
o las proteinas involucradas en la catiilisis se desvian del comportamiento predicho por 
el modelo cinktico de Michaelis-Menten (Figura 4.5). Es necesario notar que la curva 
correspondiente a microsomas Control mostri, una region plana (NFX 70-80 pM) que 
separa dos zonas: ma, de comportamiento aparentemente sigmoide (zona 1; NFX < 70 
pM) y la otra, con un comportamiento similar a1 michaeliano (zona 2; NFX > 80 pM; 
Figura 4.5 A), lo cual h e  confirmado calculando 10s p h e t r o s  cineticos. Se encontro, 
ademas, que todos 10s sistemas enzirnaticos estudiados heron saturados por el sustrato 
NFX a concentraciones de nitrohano entre 80-90 pM. Concentraciones de NFX 
superiores a 100 pM produjeron la inhibicion de la reaccion. Estos resultados concordaron 
con 10s obtenidos por Holtzman y col. (1981) e f$can (1993) a1 estudiar el metabolismo 
reductive de la NFA, donde la inhibicion de la reduccih de este nitrofurano se produjo 
a concentraciones de NFA superiores a 100 pM. 
La Tabla 4.6 muestra 10s parhetros cineticos KM V, S, y n, calculados a partir 
de las graficas de Lineweaver-Burk o de las graficas de Hill, para cada una de las 
preparaciones microsomales estudiadas. En 10s microsomas Co-proto, CoCl, y Metimazol 
se observe la disrninucion de la V, y de acompaiiada por un aurnento en el 
coeficiente de Hill (n), respecto de 10s valores obtenidos con microsomas Control. 
TABLA 4.6. Pahnetros cinkticos de la actividad nitro-reductasa rnicrosomal hepatica 
en presencia de NFX como sustrato. 
Parametros cineticos 
Microsomas 
Control 
(zona 1) 
Control 
(zona 2) 
Metimazol 
La actividad nitnmduma se determin6 en la forma descripta en Mdtodos.; V*: velocidad m m  S,,,: concentracion 
de sustrato que corresponde a VJ2; n: coeficiente de Hill.*: K, (constante de Michaelis-Menten). Los valores se 
expresan en: mM (& y So,,); nmol x miti' x ml-' (Va. I& y V, heron calculados a partir de las ef icas  de 
Lineweaver-Burk; So,, y n fkron calculados a partir de las grScas de Hill resultantes de las curvas de velocidad en 
fiulci6n de la concentraci6n de sustrato (NFX) (Figura 4.5). 
Cuando se estudio la velocidad de reduccion del NFX en presencia de distintas 
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concentraciones de proteina microsomal se encontr6 que, dentro del rango de 
concentraciones de proteina utilizada (entre 0 y 1,2 mg de proteinahl): 
- la raiz cuadrada de la velocidad de reduccion del NFX fue directamente proportional a 
la concentracion de proteina presente en el medio (Figura 4.6), sugiriendo que la reaccion 
es de segundo orden en concentracion de NFX. Estos resultados concordaron con 10s 
obtenidos por Ho1tnm.n y col. (1981) e &can (1993) a1 estudiar el metabolismo reductivo 
de la NFA, 
- a1 comparar las pendientes de las rectas de regresion obtenidas para cada una de las 
preparaciones microsomales, no se encontraron diferencias significativas entre la 
pendiente de la recta obtenida con microsomas CoCl, y la correspondiente a 10s 
microsomas Control (Figura 4.6). En cambio, las pendientes de las rectas de regresion de 
10s rnicrosomas Co-proto y Metimazol difirieron significativamente de la pendiente 
obtenida con microsomas Control (Figura 4.6). Las pendientes de las rectas de regresion 
obtenidas para cada una de las preparaciones microsomales fueron: 1,7 1 (rnicrosomas 
Control), 1,06 (microsomas Co-proto), 1,72 (microsomas CoCl,) y 0,53 (microsomas 
Metimazol). Estos resultados se correlacionaron con 10s resultados de velocidad de 
reduccion del NFX obtenidos en k c i o n  de la concentracion de nitrohano (Figura 4.5). 
La actividad hallada en ausencia de proteina microsomal(15 1 k 45 pmol NFX x 
rnin-') podria deberse a la reduccion no-enzimatica del NFX producida por el NADPH o 
a la presencia de a l g h  contaminante de la mezcla de reaccibn que sea capaz de reducir 
a1 NFX en ausencia de proteinas microsomales. 
OS8$ 0.3 0.8 0.9 112 
protelna (mg/ml) 
- 0.21 
O.8.o 0.3 0.8 0.9 
protefna (mg/ml) 
0.8!0 0.3 0.B 0.9 lf2 
protelna (mg/ml) 
0.0!0 0.3 0.1 0.9 i!e 
protefna (mg/ml) 
FIGURA 4.6. Reducci6n microsomal del NFX en b i 6 n  de la concentration de proteina microsomal en el medio 
de reacci6n Se midi6 espectrofotom6tricamente la variacibn de absorbancia a h=406 nrn. La mezcla 
de reacci6n contenia: NFX 100 pM y distintas concentraciones de proteina microsomal en solucibn 
NaJP0,-KHJ'04 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. La reacci6n se inicii, con el agregado de NADPH 
600 pM. A: microsomas Control; B: microsomas Co-proto; C: microsomas CoC12; D: microsomas 
Metimazol. Okas condiciones experimentales se describen en Mdtodos. 
Con el proposito de determinar la especificidad de la reaccibn de reduccih del 
NFX para 10s dadores de equivalentes de reduccion, se analizo el efecto del agregado de 
N-4DH o NADPH sobre la velocidad de reduccion del NFX 
La Figura 4.7 muestra el efecto del dador de equivalentes de reduccion (NADH o 
NADPH) sobre la actividad nitro-reductasa microsomal hepatica. 
FIGURA 4.7. Efecto del NADH o NADPH sobre la reducci6n microsomal del NFX 100 pM. Se determin6 
espectrofotom~camente la disminucicin de absorbancia a 406 MI en un sistema de reaccibn que 
contmh microsomas (1,5 mg proteha/ml) y NFX 100 pM en soluci6n Na&IPO,-KHJ'O, 23 mM - 
KCI 130 mM, pH 7,4. La flecha indica el inicio de la reaccibn por el agregado de NADH o NADPH 
600 pM. A. Reacci6n obtenida en presencia de NADH, B: Reacci6n obtenida en presencia de 
NADPH. Otras condiciones experimentales se desmien en Mktodos. 
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La reaccion h e  especifica para NADPH (Figura 4.7) ya que, el agregado de igual 
concentracion de NADH a1 sistema de reaccion no produjo la disminucion de la 
absorbancia de la mezcla (a 406 nrn), indicando que la reaccibn no se produce en esas 
condiciones experimentales. Estos resultados sugieren la especificidad por el NADPH 
como dador de equivalentes de reduccion en el metabolismo reductivo del NFX. 
4.5.4. Efecto de inhibidores "in vivo". 
Con el objetivo de investigar la participation del citocromo P-450 y/o de la enzima 
NADPH-citocromo P-450 reductasa rnicrosomal en el metabolismo reductivo del NFX, 
se analizo el efecto del tratarniento previo de las ratas con conocidos inhibidores del 
citocromo y de la enzima mencionados sobre la velocidad de reduccion del NFX, medida 
como actividad nitro-reductasa rnicrosomal. En forma simulthnea, se determino la 
concentracion de oxigeno presente en el medio por polarografia. Los inhibidores 
utilizados heron Co-proto, CoCl, o Metimazol. Co-proto y CoCl, disminuyeron el 
contenido microsornal de citocromo P-450 (Tabla 4.1). Co-proto y Metimazol disminuyo 
la actividad enzidtica NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomal (Tabla 4.1). 
La Figura 4.8 muestra la cinktica de reduccion microsomal del NFX incubado en 
presench de NADPH como dador de electrones. La reaccion tuvo dos etapas: la primera, 
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m L  lenta, hasta que se produjo el agotamiento del oxigeno del medio (fase aerobica) y 
la segunda, mits rapida, cuando la solucion se hizo anaerobica (Figura 4.8 A). En esta 
ultirna etapa la velocidad de reduccion del NFX h e  2,42 * 0,15 nmoles NFX x min-' x mg 
proteins-', mientras que en la primera h e  0,67 * 0,06 nmoles NFX x miri1 x mg proteins" 
(1123). 
d4: 0, i  1 
1 min 
w 
NADPII 
FIGURA 4.8. Advidadnitro-reductasa microsomal hepatica. La mezcla de reacci6n cmtenia microsomas (1,5 mg 
proteina/ml) y NFX 100 pM en so1uci6nNaJPO4-KH,PO, 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. NADPH. 
agregado de NADPH 600 pM a tiempo 0 min. 0,: Mujeo de la mezcla con 0, d m t e  5 min. A: Am 
del sistema H; (-): nivel de 0, en la cubeta B: Am del sistema en iguales condiciones experimentales 
pero en presencia de DMFA. Otras condiciones experimentales se descriien en Mktodos. 
Estos resultados permiten sugerir que, en medio anaerbbico, la reduccibn del NFX 
conduciria a la formacibn de un metabolito estiible, no habibdose observado reoxidacibn 
del rnismo por disoluci6n de 0, en la celda (Figura 4.8 A). En iguales condiciones 
experimentales, la DMFA presente en el medio de reaction no produjo variaci6n en la 
absorbancia de la mezcla a 406 nm, descartando posibles interferencias causadas por la 
DMFA, solvente del NFX (Figura 4.8 B). 
Todas las preparaciones microsomales estudiadas (Control, Co-proto, CoC1, y 
Metimazol) mostraron ciniticas bifhsicas de reducci6n del NFX y, posiblemente, la 
formaci6n de un metabolito no reoxidable (Figura 4.9), lo que sugeriria la irreversibilidad 
de la reaccion, con 10s distintos modelos experimentales utilizados. 
La comparacibn entre las actividades nitro-reductasa de las cuatro preparaciones 
microsomales estudiadas (Control, Co-proto, CoC1, y Metimazol) podria ser utilizada 
. 
coma indicadora de la participation del citocromo P-450 en dicha actividad. La Figura 
4.10 muestra la reduccibn aerbbica del NFX utilizando las cuatro preparaciones 
microsomales estudiadas. 
FIGURA 4.9. Reducci6n del W X  100 pM por 1% distintas preparaciones microsomales. Las condiciones 
experimentales se describen en la leyenda de la figura 4.7 y en Mktodos. NADPH. agregado de 
NADPH 600 pM a tiempo 0 min. 0,: burbujeo de la mezcla con 0, durante 5 min. (-1: A406 del 
sistema; (-): nivel de 0, en la cubeta. Las letras indican el tratamiento previo del animal: A: ninguno 
(Control); B: CoCb; C: Co-proto; D: Metimazol. 
NADPH 
/ 
FIGURA 4.10. Reducci6n aerobica del nifurtimox por microsomas hepaticas. Se midi6 espectrofotom~tricamente la 
variacidn de absorbancia a 406 nm en h c i 6 n  del tiempo de incubaci6n. La mezcla de reaccibn 
contenia las particulas microsomales indicadas en la figura (1.5 mg proteinaJm1) y NFX 100 pM en 
soluci6n NqHP0,-KH,PO, 23 mM KC1 130 mM, pH 7,4. La flecha indica: NADPH, agregado de 
NADPH (600 pM) a tiempo 0. Tratamientos: M-Pro: Co-proto; M-Co: CoCJ; M-Met: Metimazol. 
Tal como se muestra en la Figura 4.10, la actividad nitro-reductasa de 10s 
microsomas Co-proto o Metimazol fbe menor a la actividad obtenida con microsomas 
Control (nrnoles NFX x min-' x mg proteins-': Co-proto: 0,57; Metimazol: 0,78; Control: 
1,2; n=2). En carnbio, la actividad nitro-reductasa de 10s microsomas CoCl, h e  similar 
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a la actividad hallada con 10s microsomas Control (nmoles NFX x min-I x mg proteina-': 
CoCl,: 1,37; Control: 1,2; n=2). 
Uno de 10s criterios experimentales utilizados para determinar si una droga puede 
ser metabolizada por el citocromo P-450 establece que, "in vitro", el metabolismo de 
dicha droga debe ser inhibido por el monoxido de carbon0 (Burke, 198 1). Para determinar 
si el citocromo P-450 interviene en la metabolizacion del NFX, se determino el efecto del 
CO sobre la actividad nitro-reductasa de 10s microsomas Control. Previo a1 inicio de la 
reaction, el sisterna fie gaseado con CO, conocido inhibidor del citocromo P-450 (Omura 
y Sato, 1964). Se utilizaron como controles de este experiment0 10s microsomas 
previamente gaseados con argon o nitrogeno (libres de 0,). Los resultados e s t h  
graficados en la Figura 4.1 1, donde se pueden observar las diferentes velocidades de 
reduccion aerobica (microsomas en presencia de aire) y anaerobica (microsomas 
previamente gaseados). 
La velocidad de reduction obtenida con 10s rnicrosomas gaseados con CO h e  
similar a la observada empleando 10s microsomas gaseados con argon o nitrogeno 
(velocidades iniciales, en nmoles NFX x min-' x mg proteina-': CO: 2,21; Argon: 2,08; 
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aire: 1,05; n=2). Este resultado descartaria a l e  efecto inhibitorio del CO sobre la 
actividad nitro-reductasa. 
NADPH 
y -Control (aire) 
FIGURA 4.11. Efecto del CO sobre la reducci6n del nifurtimox por microsomas hepaticos. Se midi6 
espectrofotometricamente la variacicin de absorbancia a A= 406 nrn en h c i 6 n  del tiempo de 
incubacion. La mezcla de reaccion contenia microsomas (1,5 mg proteina/ml) y NFX 100 pM en 
soluci6nNa$P04-KH2P04 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. NADPH: agregado de NADPH 600 pM 
a tiempo 0. Las curvas indicadas como Ar&n y CO &on gaseadas previamente durante 5 min. con 
Argon o CO (libres de O,), respectivamente. Otras condiciones experimentales se describen en 
M6todos. 
4.5.6. Efecto de inhibidores "in vitio ". 
Con el objeto de obtener information acerca de la participaci6n de la flavoproteina 
NADPH-citocromo P-450 reductasa ylo del citocromo P-450 en el metabolismo reductivo 
del NFX, se estudio el efecto de varios inhibidores del citocromo P-450 o de la enzirna 
NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomales de mamiferos sobre la actividad 
nitro-reductasa microsomal (reducci6n del NFX). Los inhibidores utilizados heron: 
- clotrimazol (inhibidor del citocromo P-450; Rogerson y col., 1977); 
- AADP (inhibidor competitivo de la enzirna NADPH-citocromo P-450 reductasa; Ebel, 
1981). 
4.5.6.1. Clotrimazol. 
El clotrimazol, un imidazol sustituido, es un conocido inhibidor del citocromo 
P-450 (Rogerson y col., 1977). Para deterrninar si el citocromo P-450 participa en la 
reduction microsomal del NFX, se estudi6 el efecto del clotrimazol sobre el metabolismo 
reductivo del NFX en microsomas hepaticos. Cuando 10s microsomas se incubaron 
durante 5 min. en presencia de clotrimazol 100 pM, el contenido de citocromo P-450 
se inhibid, en un 47% (Figura 4.12). 
LONOITUD DE ONDA ( h m )  
FIGURA 4.12. Inactivacicjn del citocromo P-450 microsomal producida por clotrimazol. El contenid0 microsomal de 
citocromo P-450 se midi6 en la forma descripta en Mktodos. La mezcla de reacci6n contenia 
microsomas (0,6 mg proteWm1) en enluci6n Na$3P04-KHJ'O, 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4 y fue 
incubada con distintas concentraciones de clotrimazol durante 10s 5 min. previos al ensayo. 
Concentracicjn de clotrimazol (pM) en 10s trazados: A. 0 pM, B: 100pM. 
Sorprendentemente, en iguales condiciones experimentales, el agregado de 
clotrimazol 100 yM al sistema no modific6 la velocidad de reducci6n del NFX (Tabla 
4.7), sugiriendo que el citocromo P-450 no participaria en el metabolismo reductivo del 
nitrofurano. 
TABLA 4.7. Efecto del clotrimazol sobre la actividad nitro-reductasa de 10s microsomas hepatic~~. 
Tiempo de 
incubacibn 
(min) 
Clotrimazol Actividad nitro-reductasa 
(pM) (pmol/mg prot) (m406 x min-i x mg proteina-l)  Inhibici6n ( % )  
La actividad nitro-- se determiuo a trav6 de la dismmucion de absorbancia a 406 nm. La mezcla de reaccion contenia microsomas 
incubados con clotrimazol (concentraciones en la Tabla) y NFX 100 pM en soluci6n NqHP0,-KHJ'O, 23 mM, KC1 130 mM, pH 7,4 
(volumen M: 3,O ml). La reaccion fue iniciada con el agregado de NADPH 600 pM. Otras condiciones experimentales se descri%en en 
Mktodos. Los valores representan el promedio * E.S.M. de 3 determinaciones mdependientes realizadas por duplicado. 
4.5.6.2. Aminopiridina adenina dinucleotido fosfato (AADP). 
Ebel (1981) demostro que el AADP, compuesto anhlogo del NADP, es un 
inhibidor competitivo de la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa. Es por ello 
que se estudio el efecto del AADP sobre la actividad NADPH-citocromo P-450 
reductasa (Tabla 4.8) y sobre la velocidad de reduction microsomal del NFX 100 pM 
(Tabla 4.9). 
TABLA 4.8. Efecto del AADP sobre la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomal 
hepatica. 
Tiempo de AADP Actividad NADPH-cit 
incubaci6n P-450 reductasa 
(min ) (pM) (pmol/mg prct) ( rno l  P-450 x m i z - l  x TLCJ prs t - l )  
La actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa h e  determinada en la forma descripta en Mktodos. La mezcla de reaccicin contenia: 
microsomas y AADP (concentraciones en la Tabla) y NFX 100 pM en solucicin Na,HPO,-WPO, 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4 
(volumen final = 3,O ml). La reaccicin se inicio por el agregado de NADPH 600 pM. Los valores representan el promedio de 2 
detenninaciones independientes re&& por duplicado. 
Tal como se muestra en la Tabla 4.8, en presencia de AADP 240 pM, la 
actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa se inhibio en un 37%, de acuerdo con 
10s resultados obtenidos por Ebel(198 1). 
El agregado de AADP 240 pM a la incubaci6n de microsomas, NFX 100 pM 
y NADPH 600 pM provoc6 la inhibici6n del60% en la velocidad de reduction del 
NFX (Tabla 4.9), sugiriendo que la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa seria 
la responsable del metabolismo microsomal hepatico del NFX. 
.............................................................................................................. 
TABLA 4.9. Efecto del AADP sobre la actividad nitro-reductasa de 10s microsomas hepat ic~~.  
Tiempo de 
incubaci6n 
(min) 
AADP Actividad nitro-reductasa 
(m406 x min-I x mg prot- l )  Inhibici6n ( % )  
La actividad nilro-redwtaw se determino a travb de la disminucion de absorbancia a 406 nm. La mezcla de reaccidn contenia microsomas 
incubados con AADP y NFX 100 pM en un volumen final de 3,O ml. La reaccion h e  iniciada con el agregado de NADPH 600 pM. Otras 
condiciones experimentales se describen en Mktodos. Los valores representan el promedio h E.S.M. de 3 determinaciones independientes 
realizadas por duplicado. 
Ensayos para el aislamiento y caracterizacihn de 10s productos del 
metabolismo hepatico del NFX. 
Con el objeto de intentar aislar el/los metabolitos resultantes de metabolismo 
hepatico del nifurtimox se utilizaron 10s siguientes metodos: 
- Espectroscopia de absorcion de luz visible y ultravioleta; 
- Cromatografia en capa delgada; 
- Cromatografia liquida de alta resoluci6n (HPLC); 
- Detection espectrofotometrica de aminas arohticas primarias. 
- Espectrometria de masa y espectrometria ultravioleta. 
4.6.1. Espectros de absorcion de luz 
4.6.1.1. Luz visible: 
Debido a que cada sustancia tiene un espectro de absorcion de luz caracteristico, 
una primera aproximacion a1 problema h e  analizar las modificaciones espectrales 
producidas en b c i o n  del tiempo. Es por ello que se registro el espectro de absorcion de 
luz visible (A entre 350-650 nm) de la mezcla de reaccion que contenia microsomas, NFX 
y NADPH, a distintos tiempos de reaccion. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 4.13. La m k m a  reduccion del NFX (registrada a travCs de la disminucion de 
absorbancia a 406 nm) se produjo a las 2 hs 30 min posteriores a1 inicio de la misma, 
coincidiendo con la miurima decoloraci6n del sistema. Durante ese periodo, no se 
observaron corrirnientos o modificaciones en el espectro de luz visible que pudieran 
sugerir la aparicion de alghn metabolito diferente de 10s presentes en el inicio de la 
reaccion (Figura 4.13). En estas condiciones experimentales, no se pudo analizar la zona 
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del espectro correspondiente a 1x370 nm debido a la interferencia provocada por la 
adicion de NADPH (Figura 4.13). El NADPH tiene un m h o  de absorcion de luz a 
A=340 nm. 
LONQITUD DE ONDA ( n m )  
FIGURA 4.13. Espectros de absorci6n de luz entre 350 y 500 nm de la rekcion microsomal hepatica del NFX. La 
mezcla de reaccion contenia microsomas (1,5 mg proteidml) y NFX 50 pM en solucion NaJP04- 
IM,P04 23 mM - KC1 130 mM, pH 7,4. La reaceion se inicii, por el agregado de NADPH 600 pM. 
Otras condiciones experimentales se detallan en M6todos. Las flechas indican el tiernpo de reacci6n 
transcurxido. 
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4.6.1.2. Luz ultravioleta y visible. Extraccion con solvente orghico de la mezcla de 
reaccion. 
Continuando con el estudio de 10s productos de la reduccion microsomal del NFX 
y para evitar la posible interferencia del NADPH en la determination, se realizo el 
espectro de absorcih entre 270 y 410 nrn del extracto orghico de la mezcla de reaccion 
obtenido con acetato de etilo. La solucion de NFX se incub6 en presencia de microsomas 
y NADPH hasta la decoloracibn total de la misma (2 hs a 37°C). Luego, la muestra se 
proceso en la forma descripta en Mdtodos. Se realizo el espectro entre 270-410 nrn de 
dicho extracto orgiinico, de una solucion de NFX 50 pM y de una de DMFA (solvente del 
NFX) en las mismas condiciones experimentales. La Figura 4.14 muestra 10s espectros 
obtenidos. 
Se observa un pico con un mtucimo de absorcion a A= 3 10 nrn (Figura 4.14 A, 
trazado 1 y Figura 4.14 B). Dicho pico no h e  detectado ni en el espectro del NFX (Figura 
4.14 A, trazado 2) ni en el espectro de la DMFA (Figura 4.14 A, trazado 3). La aparicion 
de un pico con un mkimo de absorcion de luz de A=3 10 nrn coincidio con 10s resultados 
obtenidos en este laboratorio por Sreider (1994) a1 reducir quimicamente a1 NFX con 
dihidrolipoarnida o ditioeritritol. 
LONGITUD D E  ONDO (nrn) LONOITUD DE UNDO ( n m )  
FIGURA 4.14. Especlro de absorcibn de luz W-VIS deMos productos de la reduccibn microsomal hepatica del NFX 
50 pM exiraidos con acetato de etilo. A: se realizo el espectro de dicho extract0 orghnico (trazado l), 
NFX 50 pM (irazado 2) y DMFA (trazado 3) tratados igual que la muestra. B: igual al trazado 1. per0 
amplificando la escala. Otras condiciones experimentales se describen en Metodos. 
4.6.2. Cromatografia en capa delgada 
El NFX se redujo en presencia de microsomas y NADPH. Los productos de la 
reduction asi obtenidos heron analizados por cromatografia de adsorcion en placa 
delgada, s egh  se detalla en Metodos. La Figura 4.15 muestra las fotografias de las placas 
de cromatografia en placa delgada obtenidas e iluminadas con luz UV. 
-121- 
Como se puede observar en la Figura 4.15, el NFX desaparecib luego de 1 hora de 
incubacibn, manteniindose sin cambios a partir de ese momento, lo que indica que la 
reduccibn del NFX se produce rapidamente. Sin embargo, no h e  posible hallar metabolito 
alguno, ni en el caso del sobrenadante de 1000 rpm (Figura 4.15 A) ni con el extract0 
clorofbrrnico (Figura 4.15 B), a 10s tiempos de reaccibn estudiados (0, l , 2 , 3  y 24 hs). 
FIGURA 4.15. Cromatografla en capa delgada de 10s productos de reduccibn del NFX. Las condiciones 
experimentales se describen en Mdtodos. A: sobrenadante 1000 rpm de la mezcla de reaccibn; B: 
Extracto c l m f 6 d c o  de la me& de reaccibn; NFX: nifurtimox 15 mM; B,: mezcla sin microsomas; 
B,: mezcla sin NFX, 0, 1,2,3,24: tiempo de incubacibn (horas) a 34°C. 
4.6.3. Cromatografia en fase reversa (filtracibn por HPLC). 
4.6.3.1. Metabolism0 microsomal hepatic0 del NFX. 
Una de las tbcnicas utilizadas para separar 10s componentes de una mezcla es la 
filtracion por cromatograi?a liquida de alta resolucion. La Figura 4.16 muestra el 
cromatograrna, obtenido por HPLC, del sobrenadante de 105000 g de la mezcla de 
incubacion de microsomas en presencia de NFX 50 pM. A tiempo cero de reaccion 
aparecio un solo pico con un tiempo de retencion (RT) de 4,52 min, coincidiendo con el 
RT del NFX (Figura 4.16 A). En cambio, a la hora de reaccion (Figura 4.16 B) se detect6 
un pic0 que absorbio luz de A= 3 10 nm, con un RT de 3,97 min, distinto a1 del NFX. Este 
pic0 se mantuvo a las 2 hs de incubacion aunque con menor hrea. La Figura 4.16 C 
muestra la grafica del hrea del pic0 con RT=3,97 min en funcion de la longitud de onda 
de deteccion. Se observa que este pic0 presenta su hrea m k m a  cuando su elucion h e  
registrada a h=200 nrn. 
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FIGURA 4.16. Cromatografia liquida de alta resolucibn (HPLC) del product0 de la reduccibn del NFX 50 pM por 
microsomas hepaticos. A: mezcla de incubacibn conteniendo microsomas y NFX tratada tal como se 
describe en Mitodos; B: NFX 50 pM tratado como la muestra A; C: grace del irea del pico con 
RT = 3,97 min en funcibn de la longitud de onda de deteccibn. El valor que figura a1 lado de cada 
cromatograma represents el RT (min) correspondiente al pico detectado. 
4.6.3.2. Metabolism0 del NFX en hepatocito aislado. 
Se estudio el metabolismo del NFX utilizando hepatocitos aislados de rata. Los 
hepatocitos heron incubados en presencia de NFX 50 yM y luego procesados para el 
analisis por HPLC, en la forma descripta en Mktodos. El cromatograma obtenido a1 
analizar la mezcla de incubacion de hepatocitos y NFX se muestra en la Figura 4.17. La 
muestra correspondiente a las cClulas incubadas con NFX 50 yM (tiempo 0) eluy6 de la 
colurnna con un RT de 4.52 rnin (Figura 4.17 A), coincidiendo con el RT de una soluci6n 
esthdar de NFX 50 pM tratada de la misma manera que la muestra que contenia cC1ula.s 
(Figura 4.17 B). La incubacion de hepatocitos en presencia de NFX mostro la 
desaparicion de este nitrohano entre las 2 y 4 hs de incubacion. Por otra parte, entre las 
2 y 6 hs de incubacion, aparecieron 3 picos detectados a A=3 10 nm con RT de 3,5 1; 3,74 
y 3,96 min, respectivamente (Figura 4.17 B). Este ultimo pico (RT=3,96 min) coincidio 
con el pico detectado al reducir a1 NFX en presencia de microsomas hepaticos (RT=3,97 
min)(Figuras 4.16 B y 4.17 B). La deteccibn de 10s picos que corresponderian a 10s 
interrnediarios ylo productos de la reduceion del NFX a distintas longitudes de onda 
revel6 que dichos picos son detectados con hrea miurima a 3L=200 nm (Figura 4.17 C). 
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FIGURA A.17. Cromatogah liquida de altaresolucibn (HPLC) de 10s productos de la reduccibn del NFX 50 pM por 
10s hepatocitos. A: NFX 50 pM tratado como la muestra B; B: mezcla de incubacibn de hepatocitos 
y NFX 50 mtratada tal como se describe en Metodos; C: grtGco del iirea de 10s picos con RT-3,96 
min en hc ibn  de la longitud de on& de detecci6n. El valor que figura a1 lado de cada cromatograma 
represents el RT (min) correspondiente a1 pic0 detectado. 
4.6.4. Deteccion de arninas aromaticas primarias. 
Se ha postulado que el metabolismo de 10s nitrohanos involucra la reduccibn del 
grupo nitro, con la formation de la amina correspondiente como product0 final de la 
reaccion (Figura 4.1, pag. 82; Minchin y col., 1986). Para deterrninar si 10s microsomas 
hepaticos son capaces de reducir a1 grupo nitro del NFX produciendo su amino-derivado, 
10s microsomas heron incubados en presencia de NFX en la forma descripta en Mktodos. 
No se observi, forrnaci6n del complejo rojo-plirpura caracteristico de la reaccion, no 
pudidndose detectar el amino-derivado correspondiente a1 NFX. 
4.6.5. Espectrometria de masa y espectrometria ultravioleta. 
Se efectub la espectrometria de masa y espectrometria ultravioleta para identificar 
10s metabolitos resultantes de la reduccion del NFX. Se analiz6 una mezcla de reaccion 
que contenia NFX 100 pM y ditionito de sodio en exceso para garantizar la reduccion del 
n i t r o h o .  Como control de este experiment0 se empleo una mezcla que contenia DMFA 
y ditionito de sodio en agua. Ambas soluciones heron llevadas a sequedad por 
liofilizaci6n. El residuo de la soluci6n que contenia 10s productos de la reduccion del 
NFX, solido blanco amarillento que pesaba 48 mg, h e  analizado por espectrometria de 
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masa por introduccion directa. Los resultados no heron satisfactorios, fundamentalmente 
porque se trataba de una mezcla de productos junto con las sales inorghicas presentes. 
El residuo se disolvio en 1,O ml de agua, se le agrego 1,O rnl de cloroformo (grado HPLC), 
se agit0 con un vbrtex, se centrihgo y se separaron las fases: FASE O R G ~ I C A  1 con 
d6bil color amarillo. La fase acuosa remanente h e  llevada a pH 8,O con NaOH 5% (plv) 
y se extrajo con cloroformo (1,O ml); siguiendo idkntico procedimiento se obtuvo la FASE 
O R G ~ I C A  2, que era casi incolora. Qued0 una FASE ACUOSA alcalina y 
hertemente arnarilla. Las tres fiacciones se llevaron a sequedad y se analizaron por 
espectrometria de masa y espectrometria ultravioleta. 
Los resultados obtenidos heron 10s siguientes: 
a) El espectro de masa direct0 de la Fase organica 1 provino de un fiagrnento de NFX 
con PM 175 (Figura 4.18). El espectro W en metanol present0 absorci0n casi 
continua entre 2 12 y 335 nm. 
b) El espectro de masa de la Fase organica 2 h e  asirnilable a la estructura de la arnina 
proveniente del NFX de PM 257 (Figwa 4.18). El espectro UV present6 mhximos a 
212 y 290 nm. 
c) La Fase acuosa contenia todas las sales inorghicas. Los espectros de masa y UV 
demostraron que tambien existian productos orghnicos, per0 sin poder ser 
identificados. 
Fase orgbica 1 
Fase orghnica 2 
FIGURA 4.18. Estrwmm de 10s productos de lareduccih del NFX con ditionito de sodio, obtenida por espectrometria 
de masa. Las condiciones experimentales se describen en el texto y en M6todos. 
Estudios previos realizados correlacionando la estructura con la actividad de 10s 
nitrocompuestos indicaron que el grupo nitro seria el responsable de la actividad biologics 
de 10s mismos (Kedderis y Miwa, 1988). El efecto terapkutico y toxico de estos 
compuestos implicaria la reduccion de su p p o  nitro y la produccion de especies reactivas 
del oxigeno, como consecuencia de su metabolismo a travks de un ciclo redox (Mason y 
Holtzman, 1975; Docarnpo y col., 1981a; Mason y Josephy, 1985; Minchin y col., 1986). 
Varias flavoproteinas intervienen en el metabolismo de algunos nitroderivados, entre las 
que se incluyen la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa y el citocromo P-450 
(Gillette y col., 1968; Kato y col., 1969; Harada y Omura, 1980; Masana y col., 1984a y 
1984b; Minchin y col., 1986; Wong y Agrawal, 1988). 
En este trabajo intentarnos responder a1 interrogante:   ti en en participaci6n las 
enzimas NADPH-citocromo P-450 reductasa y el citocromo P-450 en el metabolismo 
reductivo del nitrofurano antichaghsico nifurtimox? 
La administration de 10s siguientes inhibidores "in vivoff: Co-proto, CoCl, y 
Metimazol; e "in vitro ": clotrimazol y AADP confmaron 10s efectos producidos sobre 
el contenido microsomal de citocromo P-450 (Tabla 4.1 y Figura 4.12) y la actividad 
NADPH-citocromo P-450 reductasa microsomal (Tablas 4.1 y 4.8), de acuerdo con lo 
observada por Muhoberac y cal. (1989), Tephly y Hibbeln (1971), Ram y Waxman 
(1992), Rogerson y col. (1987) y Ebel(1981). 
Los microsomas Co-proto, CoCl, y Metimazol consumieron menos 0, (Tabla 4.2), 
generaron menos anion superoxido (0,; Tabla 4.3) y forrnaron menos percixido de 
hidrogeno (H,O,; Tabla 4.4) que 10s microsomas Control. Este fenbmeno podria 
explicarse teniendo en cuenta que 10s microsomas Co-proto o CoC1, mostraron poseer 
menos contenido de citocromo P-450 (Tabla 4. l), integrante del sistema rnicrosomal de 
transporte de electrones que tiene a1 0, como aceptor final. En cambio, 10s microsomas 
Co-proto o Metimazol presentaron menor actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa 
(Tabla 4.1) y no serian capaces de regenerar eficazrnente a1 citocromo P-450 que 
intervendria en la cadena microsomal de transporte de electrones. 
En cada una de las preparaciones microsomales estudiadas, 10s nitrofuranos NFX, 
NFA y NFZ estimularon el consumo de 0, (Tabla 4.2), la generacion de 0; (Tabla 4.3) 
y la formacion de H20, (Tabla 4.4). El aurnento del conswno de O2 podria deberse a: 
1 - que el radical anionic0 derivado del nitrofurano (RNO;) le transferiria electrones a1 
oxigeno, llevando a la formacion de 0, y la regeneracion del nitrofurano original (ciclo 
redox de 10s nitrofkinos; Figura 4.1) (Mason y Holtzman, 1975; Docampo y col., 198 1 a; 
Mason y Josephy, 1985; Minchin y col., 1986). 
2- la incorporation de 0, a la molCcula del nitrofurano dando como resultado la formacion 
de epoxidos e hidroxilacion, entre otros (Coon y Vaz, 1987; Kedderis y Miwa, 1988; 
Goldstein y Faletto, 1993). 
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El porcentaje del 0, consumido que h e  capaz de generar 0; dependio de la 
preparacion de microsomas estudiada. En el caso de 10s microsomas CoCl, o Metimazol, 
el 88% y el 68% del oxigeno consumido en presencia de 10s nitrofuranos h e  capaz de 
generar anion superoxido, de acuerdo con el mecanismo 1. Estos resultados fueron 
comparables a 10s obtenidos con microsomas Control, donde el 73% del oxigeno 
consumido h e  utilizado en la producci6n de 0,. En carnbio, solo el 48% del oxigeno 
consumido por 10s microsomas Co-proto genero 0,. Este fenomeno podria interpretarse 
como si la mayor parte del 0, consumido por 10s microsomas Co-proto (Tabla 4.2) se 
debiera a una incorporation de oxigeno a la mol~cula del nitrofurano (mecanismo 2); a 
diferencia de 10s microsomas CoCl, o Metimazol, en 10s cuales la mayor parte del oxigeno 
consumido participaria en el ciclo redox de 10s nitrofuranos (mecanismo 1) (Tablas 4.2 
y 4.3; Figura 4.1). 
La comparacion de 10s parametros mencionados en las distintas preparaciones 
revel6 que las diferencias encontradas en 10s microsomas Co-proto, respecto de las otras 
preparaciones. se podn'an deber a la disrninucion de la actividad NADPH-citocromo P-450 
reductasa, m h  que a la del citocromo P-450, ya que una disminucion equivalente en el 
contenido de citocromo P-450 (microsomas CoCl,) no produjo 10s mismos resultados. 
Otra posibilidad seria que Co-proto y CoC12 ejercieran su efecto sobre distintas 
isoenzimas del citocromo P-450 con hc iones  distintas sobre 10s mismos sustsatos 
(nitrofbranos en este caso). Por otra parte, encontramos que 10s rnicrosornas Metimazol 
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se comportan de manera similar a 10s microsomas Co-proto, lo cual sugerin'a que las 
diferencias halladas sedan atribuibles a la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa y 
no a1 citocromo P-450. 
Los estudios realizados sobre la peroxidaci6n lipidica microsomal mostraron que: 
- esta reaccion h e  inhibida en todas las preparaciones microsomales estudiadas: Co-proto, 
CoCl, y Metimazol (Tabla 4.5). Dicha inhibicion podria ser debida a la inhibici6n de la 
etapa de iniciacion y/o de propagaci6n de la peroxidaci6n lipidica. Teniendo en cuenta 
que la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa interviene en la etapa de iniciacibn de 
este proceso y que el citocromo P-450 participa en la etapa de propagation (Svingen y 
col., 1979), la inhibicion de la peroxidacibn lipidica ocurriria, predominantemente, a nivel 
de la etapa de iniciacicin, ya que el mayor efecto inhibitorio fie hallado con microsomas 
que presentaban menor actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa (microsomas Co- 
proto y Metimazol; Tabla 4.5). La inhibicion de la peroxidacion de lipidos rnicrosomal 
hallada en presencia de nitrofuranos confirm6 10s resultados obtenidos por Dubin y col., 
1987 y Fernbdez Villamil, 1990; 
- en todas las preparaciones microsomales estudiadas, el efecto inhibitorio observado fbe 
a h  mayor en presencia de 10s nitrofuranos ensayados (Tabla 4.5). Se han propuesto dos 
explicaciones posibles: 
a) s e a  Orrenius y col. (1964), el nitrokano captaria 10s electrones provenientes de la 
oxidaci6n del NADPH, reacci6n catalizada por la enzima NADPH-citocromo P-450 
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reductasa, interfiriendo en la iniciacih de la peroxidacion lipidica (Pederson y Aust, 
1974; Dubin y col., 1987; Fernhdez Villamil, 1990); 
b) la "accion antioxidante" de algunos xenobioticos bloquearia la etapa de propagacih, 
dando tkrmino a la peroxidacion lipidica (Miles y col., 1980). Buchko y Weinfeld (1993) 
sugirieron que el misonidazol, un nitroimidazol sustituido, protegeria al ADN desnudo del 
dailo producido por irradiation, a travks del secuestro de radicales HO-. 
Gillette (1971), Gram y Gillette (1971) y Hewick (1 982) demostraron la presencia 
de actividad nitro-reductasa del NFX en microsomas hepaticos. Los resultados obtenidos 
a1 estudiar el metabolismo microsomal hepatic0 del NFX (actividad nitro-reductasa) 
utilizando las distintas preparaciones microsomales mostraron que, para cada una de 
dichas preparaciones: 
- la reduccibn del NFX (medida a travks de la disminucion de absorbancia a 406 nm) fie 
inhibida a concentraciones de nitrofurano mayores o iguales a 0,l rnM (Figura 4.9, 
coincidiendo con 10s estudios realizados por Holtzman y col. (198 1) sobre el metabolismo 
de la NFA, 
- las graficas de velocidad en h c i o n  de la concentracion de sustrato (NFX) mostraron 
c w a s  sigmoideas, indicando que la enzima involucrada en el proceso no presentaria un 
comportamiento michaeliano (Figura 4.5). Estos resultados concordaron con 10s obtenidos 
por Montilva y col. (1988), quienes postularon que la enzima NADPH-citocromo P-450 
reductasa no responde a1 modelo cinktico de Michaelis-Menten; 
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- empleando microsomas Control, la curva obtenida a1 graficar velocidad en funcion de 
la concentraci6n de sustrato present0 un modelo cinetico complejo, dependiente de la 
concentraci6n de sustrato (NFX) presente en el sistema. En la zona correspondiente a 
bajas concentraciones de sustrato (Figura 4.5 A, zona 1) se obtuvo una curva de tipo 
sipoide, se-pida de una zona plana (NFX 70-80 pM), para luego continuar con una zona 
de comportamiento rnichaeliano (Figura 4.5 A, zona 2). Estos resultados sugieren la 
presencia de cooperatividad positiva (zona 1) y negativa (zona plana), tal como h e  
descripto para la enzima d l i c a  I1 de T. c m i  (Cannata y col., 1979); 
El calculo de 10s parhetros cindticos correspondientes a la actividad nitro- 
reductasa (NADPH-citocromo P-450 reductasa) de las cuatro preparaciones microsomales 
mostro que, en 10s microsomas CoCl,, Co-proto y Metimazol, se produjo la disminucion 
de la velocidad m&xima aparente (Vhw) y de la concentration de sustrato que produce 
la rnitad de la V-, (S,,), acompaiiada por un aumento en el coeficiente n de Hill (Tabla 
4.6). En 10s microsomas CoCl,, la disminucion en So,, podria ser debida a que el NFX 
(sustrato alternative) competiria con el citocromo P-450 (sustrato fisiol6gico) por la 
enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa. En las condiciones experimentales 
estudiadas, el citocromo P-450 ejerceria una inhibicion de tip0 competitivo sobre la 
actividad nitro-reductasa. La administraci6n de CoC1, a las ratas provoca la disminucion 
en el contenido microsomal de citocromo P-450 (Tabla 4.1). En consecuencia, habria una 
menor competencia entre el citocromo P-450 (sustrato fisiol6gico) y el NFX (sustrato 
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alternativo) por la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa, lo cual explicaria el 
aumento de la afinidad aparente de la misma por el sustrato alternativo NFX. Bajo las 
mismas condiciones experimentales, se observo la disminuci6n en la V, ,, de la 
actividad nitro-reductasa (microsomas CoC1,; Tabla 4.6). Este efecto puede ser debido a 
que el citocromo P-450 (sustrato fisiologico de la enzima NADPH-citocromo P-450 
reductasa) ejerza un efecto inhibitorio de tip0 mixto sobre la actividad nitro-reductasa. 
La disminucion en la V,, hallada en 10s microsomas Metimazol (Tabla 4.6) se 
deberia a que esta droga disrninuye la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa, sin 
afectar el contenido microsomal de citocromo P-450 (Tabla 4.1). En consecuencia, la 
disminucion de la cantidad de enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa seria la 
responsable del efecto observado sobre la V,. , en 10s microsomas Metimazol. Los 
resultados presentados sugieren que la disminucion en la Vk , se deberia a que el 
Metimazol produciria una alteration conformacional en la enzima de tal manera que 
aurnenta la afinidad aparente de la enzima por el sustrato alternativo NFX, modificando 
el sitio catalitico y el sitio de union del sustrato a la enzim. 
A1 igual que en 10s casos anteriores, la actividad nitro-reductasa de 10s microsomas 
Co-proto present0 menor V, , y menor S,,,  comparada con 10s obtenidos con 
microsomas Control. Teniendo en cuenta que la adrninistracion de Co-proto causa la 
disrninucion no solo en la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa (enzima), sino 
tambikn en el contenido rnicrosomal de citocromo P450 (sustrato fisiolbgico) (Tabla 4. I), 
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10s efectos hallados sobre la actividad nitro-reductasa del NFX podrian explicarse por la 
disminucion en la cantidad de enzima, lo cual provocaria la disrninucion en la V-am y 
la falta de competencia entre el citocromo P-450 y el NFX por la enzima NADPH- 
citocromo P-450 reductasa, implicando el aurnento de la afmidad aparente de la enzima 
por el sustrato alternative NFX, visualizado a travCs de la disminucion en So,, (Tabla 4.6). 
Por otra parte, se encontro que la raiz cuadrada de la velocidad de reduccion del 
NFX fbe proportional a la concentration de proteina microsomal presente en el sistema 
(Figura 4.6). 
La proporcionalidad entre las variables mencionadas sugeriria que la reduccion del 
nitrofurano es un proceso de segundo orden y ocurriria a travCs de dos etapas de reduccion 
por un electron miis que una sola etapa donde se transfieren dos electrones, implicando 
la forrnaci6n del radical nitroanion y, posteriormente, del nitrosoderivado (Holtzman y 
col., 198 I), s egh  las reacciones: 
2 RNO, + 2 e- ------------- > 2 RNO, 
2 RNO; + 2 H+ ------------- > RNO, + RNO + H,O 
Docampo y col. (1981a), Rao y col. (1988) y Fernhdez Villamil y col. (1990a) 
detectaron la formaci6n del radical nitroanion derivado del NFX por espectrometria de 
resonancia paramagnetica electrbnica, tanto en microsomas hepaticos como en 
hepatocitos, confirmando la via metabolica descripta. 
La ausencia de reduccion del NFX en presencia de NADH (Figura 4.7) sugiere que 
las enzimas que requieren NADH como dador de equivalentes de reduccion no estarian 
involucradas en este metabolismo. 
Las observaciones realizadas acerca del efecto de inhibidores "in vivo" e "in vitro " 
sobre la velocidad de reduccion del NFX se pueden resurnir en lo siguiente: 
- 10s microsomas con menor contenido de citocromo P-450 (microsomas CoC1,) reducen 
al NFX con velocidades similares a las producidas por 10s microsomas Control (Figuras 
4.8 y 4.9). En carnbio, 10s microsomas con menor actividad NADPH-citocromo P-450 
reductasa (microsomas Co-proto y Metimazol) reducen al NFX con menor velocidad que 
10s microsomas Control (Figuras 4.8 y 4.9); 
- a1 gasear con CO la mezcla de reaccion utilizada para medir la reduccion del NFX no 
se obtuvo inhibicion de la reduccion del nitrofurano (Figura 4.1 I). Estos datos sugeririan 
descartar la participacion del citocromo P-450 en la actividad testeada, teniendo en cuenta 
que, si el citocromo P-450 hem responsable de la reduccion del NFX, la inactivation del 
citocromo P-450 por CO deberia haber provocado la inhibicion de esa reduccion. En estas 
condiciones everimentales, pareceria que el efecto producido por el CO fue eliminar el 
0, de la mezcla de reaccion, a1 igual que el arg6n o nitrogen0 (Figura 4.1 1). La 
anaerobiosis asi generada favorecio la actividad NADPH-citocromo P-450 reductasa, la 
cual reduciria al NFX y seria la principal responsable del metabolismo microsomal de 10s 
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nitrofinnos. Los resultados hallados a1 estudiar el efecto de inhibidores "in vitro" sobre 
la velocidad de reduccion rnicrosomal del NFX concuerdan con lo expuesto anteriorrnente 
ya que solo se encontro inhibicion de la reduccion microsomal del NFX en presencia de 
AADP, un inhibidor competitivo de la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa (Tabla 
4.9; Ebel, 1981) y no hub0 inhibicion de la reduccion del NFX cuando 10s microsomas 
heron incubados con clotrimazol, un inhibidor del citocromo P-450 (Tabla 4.7; Rogerson 
y col., 1977). 
En conjunto, 10s resultados descriptos (Figuras 4.9,4.10 y 4.1 1 y Tablas 4.7 y 4.9) 
permitirian descartar la participacion del citocromo P-450 en la reduccion aerobica del 
nitrofurano antichagiisico nifbrtirnox, confirmando 10s obtenidos por Minchin y col. 
(1986) y Wong y Agrawal(1988), quienes postularon que la enzima NADPH-citocromo 
P-450 reductasa puede catalizar la reduccion, por un electron, del grupo nitro de un 
nitrocompuesto (NFA), con la consecuente forrnacion del radical nitroanion (Figura 4.1). 
Por otro lado, Feller y col. (1 971 a y 1971 b) han informado que, en higado de rata, el 
niridazol y otros nitrocompuestos antilogos del NFX, son reducidos predorninantemente 
por la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa y que esta reduccion no es catalizada 
por el citocromo P-450. Minchin y col. (1986) han demostrado que ni el citocromo P-450 
ni la ciclo-oxigenasa de las prostaglandinas contribuyen a la biotransformacion de la NFA. 
Las caracteristicas de la reduccion microsomal del NFX obtenida en este estudio son 
sirnilares a las actividades NADPH-citocromo P-450 reductasa demostradas para el 
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metabolismo de varios nitrohanos (Swamintathan y Lower, 1978; Zenzer y col., 198 1) 
como N-[4-(5-nitro-2-furil)-2-tiazolil]acetamida (Wang y col., 1974; Mattarnal y col., 
1985), hazolidona (Vroomen y col., 1987b), nitrohantoina (Boyd y col., 1979) y otros 
compuestos como el nitroxido Tempo1 (Ianonne y col., 1989), el 2-nitroimidazol (Joseph 
y col., 1994) y la tirapazamina, una benzotriazina (Fitzsirnmons y col., 1994). Sin 
embargo, Masana y col. (1984b) informaron que parte de la actividad nitro-reductasa del 
NFX (28%) h e  sensible al CO, lo que sugeriria que el citocromo P-450 podria participar 
en dicho proceso, ya que el CO se une con alta afinidad a1 citocromo P-450 reducido, 
formando un complejo citocromo P-450-CO (Gram y Gillette, 1971). Los resultados 
obtenidos en este estudio no apoyan esta posibilidad, ya que no hemos encontrado 
evidencias acerca de la participacion del citocromo P-450 en el metabolismo microsomal 
hepatic0 del NFX (Figuras 4.9, 4.10 y 4.1 1 y Tablas 4.7 y 4.9). Las diferencias 
encontradas entre la actividad nitro-reductasa del NFX obtenida por Masana y col. 
(1984b) y la hallada en este laboratorio podrian atribuirse a: 
- diferencias en la metodologia empleada; 
- la elevada concentracion de NFX (0,2 mM) utilizada por Masana y col., (1984b), muy 
alejada de las concentraciones co das farmacol6gicas, teniendo en cuenta que la 
nxixima concentracion de NFX hallada en la sangre de 10s pacientes tratados con la droga 
es menor o igual a 50 pM. En consecuencia, no se puede descartar la aparicion de efectos 
secundarios ylo t6xicos a concentraciones m& elevadas de nitrohano. 
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Se realizaron varios experimentos para aislar y caracterizar el/los productos de la 
reduccion microsomal del NFX. No se obtuvieron modificaciones en el espectro de 
absorcion de luz visible obtenido con la mezcla de reacci6n (microsomas, NFX y 
NADPH) que pudieran revelar la aparicion de algh rnetabolito (Figura 4.13). Esto podria 
deberse a que el/los productos: 
- se encuentren en concentraciones no detectables por el m6todo utilizado; 
- tengan un bajo coeficiente de extincion, lo cual hace que pequeiias cantidades de 
product0 formado puedan no ser detectadas; 
- tengan rniucimos de absorcion de luz en la zona del espectro que queda enmascarado por 
la absorcion de luz producida por el NADPH (en este caso, A<390 nm). 
El extracto or@co del sobrenadante de 3000 rpm de la mezcla de reacci6n mostr6 
un pico de absorbancia a 3 10 nrn (Figura 4-14)? coincidiendo con 10s resultados obtenidos 
por Sreider (1994) al reducir quimicamente a1 NFX con dihidrolipoamida o ditioeritritol. 
Estos estudios sugieren que la reduccion biologics coincidiria con la reduccion quirnica. 
Se analizo por cromatografia en placa delgada la rnezcla desproteinizada de la 
reduccion biologics del NFX y su extracto cloroformico (Figura 4.15). En ninguno de 10s 
dos casos se pudo encontrar al& metabolito producido por la reduccion microsomal del 
NFX. Este fenomeno podria deberse a que el/los metabolitos resultantes se mantuvieran 
unidos a la (o las) proteina(s) encargadas de su metabolizacion o a otras molCculas 
distintas debido, presumiblemente, a su alta reactividad. Swamhathan y Lower (1978) han 
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postulado que la reduccion del grupo nitro puede resultar en la formacion de 
intermediaries reactivos, 10s cuales pueden unirse covalentemente a las macrornol~culas 
biologicas como proteinas y ADN. Por otra parte, Hoogenboom y col. (1992) han 
informado que despuis de la adrninistracion oral de hazolidona a cerdos, la droga es 
metabolizada resultando en la formation de un ciano-metabolite y metabolitos derivados 
de la misrna que no pueden ser extraidos de las macromoleculas de 10s tejidos (Vroomen 
y col. 1986 y 1987a). Ambos tipos de moleculas heron detectados despuCs de incubar 
microsomas hepaticos de rata o de cerdo en presencia de furazolidona (Vroornen y col., 
1987b y 1987~). Sin embargo, la cantidad de estos metabolitos fue reducida en presencia 
de concentraciones fisiologicas de glutation reducido, debido a la formaci6n de 
conjugados glutation-metabolito (Vroomen y col., 1988). La porcion de estos conjugados 
que deriva de la fiuazolidona puede ser liberada y unirse nuevamente a otros compuestos 
con grupos tiol, incluyendo proteinas y, presumiblemente, ADN. Se ha sugerido que estos 
conjugados con grupos ti01 reactivos serian 10s responsables de la formaci6n de 
metabolitos no extraibles en tejidos de ratas alimentadas con came porcina previamente 
tratada con el nitrofurano (Vroomen y col., 1990). 
La incubation de microsomas, NFX y NADPH provoc6 la forrnacion de un 
metabolito distinto del NFX que h e  detectado por HPLC luego de una hora de iniciada 
la reaccion (Figura 4.16). Dicho mabolito se mantuvo hasta despuCs de 2 horas de 
incubaci6n aunque con menor kea, lo cud indicaria que este metabolito seria un 
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intermediario inestable en la via metabolica, que continuaria reducikndose o seria 
degradado por el sistema microsornal. Otra posibilidad seria que ese metabolito fbera uno 
de 10s productos fmales de la reduccion, capaz de formar conjugados con glutation o de 
reaccionar con las proteinas microsomales (Vroomen y col., 1986, 1 987a, 1987b, 1 987c, 
1988 y 1990; Hoogenboom y col., 1992). Es probable que esta idtima hipotesis sea 
corrects, ya que: 
- la mkima cantidad de metabolito formado se produjo a la hora de iniciada la reaccion; 
- dos horas despub del inicio de la misma el hrea del pic0 correspondiente a1 metabolito 
fbe menor a la hallada a la primera hora de incubacion; 
- la muestra utilizada para el analisis por HPLC estaba desproteinizada. 
Cuando se utilizaron hepatocitos aislados como modelo experimental, se detectaron 
tres metabolitos provenientes de la reduccion del NFX, por HPLC. Uno de ellos coincidio 
con el obtenido en la reduccion del NFX por microsomas hepaticos (RT = 3,97 min, 
Figura 4.16 y RT = 3,96 min, Figura 4.17). Los otros dos podrian ser formados por otros 
sistemas enzimaticos presentes en la cklula y no en las membranas rnicrosomales. Se ha 
descripto que varias enzimas pueden participar en la reduccion de 10s nitrofuranos. Ellas 
son: las enzimas microsomales NADPH-citocromo P-450 reductasa (Gillette y col., 1968; 
Feller y col., 197 1 a y 197 1 b; Wang y col., 1974; Swarninathan y Lower, 1978; Boyd y 
col., 1979; Zenzer y col., 1981; Masana y col., 1984b; Mattarnal y col., 1985; Minchin 
y col., 1986; Vroomen y col., 1987b; Wong y Agrawal, 1988) y NADPH-citocromo c 
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reductasa (Feller y col., 1971a) y las enzimas citos6licas DT-diaforasa (Kato y col., 1970; 
Tatsumi y col., 1979), xantina oxidasa (Wang y col., 1974; Tatsurni y col., 1979; Clarke 
y col., 1980 y 1982), aldehido oxidasa (Wolpert y col., 1973) y lipoamida deshidrogenasa 
(Beuding y Jolliffe, 1946; Tatsumi y col., 1979; Sreider y col., 1992). Estos sistemas 
enzitrhticos podrian catalizar la formacion de 10s otros dos metabolitos (no identificados) 
hallados a1 reducir a1 NFX en presencia de hepatocitos. 
En este trabajo se encontro que 10s metabolitos derivados del NFX no dieron la 
reaccion colorirnktrica empleada para la detenninacion de aminas aromaticas primarias, 
no pudiendo descartarse la posibilidad de que el derivado amina se produzca, no 
detectindose por este mdtodo. Otras explicaciones posibles sugeririan que: 
- el grupo nitro no seria reducido a su derivado amina correspondiente; 
- el derivado amina producido seria capaz de unirse covalentemente a las macromoldculas, 
impidiendo la formacion de la sal de diazonio utilizada para su identification y 
cuantificacion (punto 4.3.4); 
- el anillo arodtico del nitrofurano podria degradarse dutante la reaccion, generando una 
amina alifatica no detectable por el mdtodo empleado. 
En 1987, Tsai propuso que, en presencia de lipoamida deshidrogenasa reducida, 
la 4-nitropiridina se reduce a su derivado 4-hidroxiaminopiridina, sin llegar a formar la 
amina aromatica primaria detectable por este mktodo. 
Se ha postulado que, en general, la reduction del grupo nitro es el camino 
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metabolic0 de 10s nitrofuranos, resultando en la formacion de 10s derivados nitroso e 
hidroxilamina, intermediarios reactivos responsables de la interaccion con las 
macromol~culas biol6gica.s (Figuras 1.5 y 4.1; Biaglow y col., 1986). Tambikn se ha 
informado la produccion de un ciano-derivado como product0 final y estable del 
metabolismo reductivo de estos nitrocompuestos (Swaminathan y Lower, 1978). 
Estudiando el metabolismo de la furazolidona, Vroomen y col. (1987~) y Hoogenboom 
y col. (1992) identificaron el ciano-derivado de dicho nitrofurano. Los resultados 
presentados en este trabajo concuerdan con esta via metabolica ya que, el andisis por 
espectrometria de masa y espectrom&'a ultravioleta de 10s productos de la reduccion del 
NFX con ditionito de sodio revel6 que se forman dos compuestos: un ciano-derivado de 
menor peso molecular que el NFX y la amina proveniente del nitrofurano (Figura 4.18). 
Por otra parte, Kriek y Westra (1979) establecieron que la reduccion de 10s 
compuestos nitroaromirticos a aril-aminas ocurriria a travCs de 10s mismos intermediarios 
reactivos, tanto "in vivo" como "in vitro". Sobre esta base, se podria sugerir que 10s 
productos de la reduction rnicrosomal del NFX serian un ciano-metabolito y la amina 
correspondiente a1 nitrofurano (Figura 4.1 8). 
La falta de posibilidades de obtener [14C]-NFX h s t r o  10s estudios sobre las 
posibles interacciones entre 10s metabolites reactivos del NFX surgidos durante la nitro- 
reduccion del mismo con 10s componentes tisulares tanto "in vivo" como "in vitro". Un 
estudio mhs detallado de 10s pro$ ducci6n del n i M i o x  seria de gran utilidad 
para aclarar 10s mecanismos de toxicidad de esta droga en mam'feros. 
En conclusion, 10s resultados presentados sugieren que el citocromo P-450 
microsomal hepatic0 no participaria en el metabolismo reductivo del NFX. La enzima 
NADPH-citocromo P-450 reductasa seria la enzirna principalmente responsable de dicho 
metabolismo. 
5. METABOLISM0 HEPATICO DEL 5'-NITR0INM)L. 
Los nitroarenos heterociclicos son ampliamente utilizados como agentes 
quirnioterapduticos. Dentro de 10s nitroarenos testeados por su actividad mutagdnica en 
Salmonella, el 5'-nitroindol (NI) result6 ser uno de 10s miis efectivos (Chiu y col., 1978; 
Vance y Levin, 1984; Vance y col., 1986; Klopman y Rosenkranz, 1991). Debido a que 
no se halla informaci6n disponible sobre la acci6n de este compuesto en cklulas 
eucaribticas, fix intemante estudiat la accion del M en hepatocitos de rata, con el objeto 
de dilucidar el mecanismo de acci6n de este nitroderivado. La acci6n metab6lica del NI 
h e  investigada usando varios partimetros bioquimicos: 
a) niveles de ATP, ADP y AMP en hepatocitos (Redegeld y col., 1992); 
b) carga energktica de adenilatos (Atkinson, 1968); 
c) transporte de electrones; 
d) peroxidacion de lipidos (Hijgberg y col., 1975; Biasi y col., 1991; Carini y col., 1992); 
e) liberaci6n de la actividad LDH (Wroblevski y LaDue, 1955). 
. 
Ademb, se investigaron 10s siguientes p h e t r o s  en mitocondrias de higado de rata: 
f) transporte de electrones y fosforilacibn oxidativa acoplada; 
h) actividad FIFO-ATP sintasa ATPasa. 
La carga energ6tica de adenilatos definida por la ecuacidn 
Carga energdtica = ATP + 0.5 ADP (Atkinson, 1 968) 
ATP + ADP + AMP 
depende esencialrnente del nivel intracelular de ATP, un factor limitante de la viabilidad 
celular (Redegeld y col., 1992). La peroxidacion de lipidos es uno de 10s mecanismos 
bhsicos de daiio celular (Hogberg y col., 1975; Biasi y col., 1991; Carini y col., 1992). En 
consecuencia, la alteration de la permeabilidad rnitocondrial producida por 10s productos 
de la peroxidacion de lipidos puede causar la deplecion de ATP (Carini y col., 1992). 
Finalmente, el dafio irreversible hace que la membrana plasmatica sea incapaz de prevenir 
la liberation de molCculas citosolicas, particularmente mol~culas proteicas, contribuyendo 
de esta forma a la muerte celular (Moldeus y col., 1978; Redegeld y col., 1992). 
Los estudios realizadas sobre la relacibn estructura-actividad indican que el grupo 
nitro puede ser el responsable de la actividad biologics de estos nitrocompuestos (Mason 
y Holtzman, 1975; Arnes y col., 1986; Marr y Docampo, 1986; Kedderis y Miwa, 1988). 
Las reacciones del ciclo redox de estos compuestos pueden producir radicales del oxigeno, 
10s cuales son responsables de su toxicidad (Marr y Docampo, 1986; Fernhndez Villa.mil 
y col., 1990b; Dubin y col., 1991). Es asi que 10s efectos del NI heron comparados con 
10s producidos por 10s nitrofuranos, compuestos caracterizados por su capacidad de 
producir oxi-radicales, como el compuesto antichagasico nifurtimox (Marr y Docampo, 
1986; Fernhdez Villamil y col., 1990a y 1990b; Dubin y col., 1991). 
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TABLA 5.1. Efecto del NI sobre 10s niveles de ATP, ADP y AMP en hepatocitos. 
AXP Tiempo de incubaci6n (hs) 
ATP 2 0 , 5 0  f 0 , 5 0  1 9 / 5 0  f 0 , 7 7  
ADP 3 / 9 9  f 0 , 2 6  3 / 7 8  f 0 , 1 9  
AMP O f 9 8  4 O f  0 5  0 , 9 3  f 0 , 0 6  
ATP 2 1 / 3 6  f 0 , 7 9  1 9 / 3 9  f 1 / 0 7  
ADP 
AMP 
ATP 2 0 , 0 1  f 0 , 3 0  1 5 / 8 8  f 0 , 2 4 "  1 5 / 4 0  f 0 ,  37d  6 / 5 6  f 0 f 5 4 b  
ADP 3 / 7 8  f 0 , 0 3  3 / 7 5  f 0 , 0 1  4 / 0 1  f 0 , 0 5  3 / 5 4  f 0,253 
AMP 1 / 0 0  f 0 , 0 7  1 / 3 9  f 0 f 0 6 a  1 / 8 5  f 0 f 1 2 b  3 / 6 1  + 0 ,  15b  
ATP 1 9 / 3 8  + 0 , 8 6  1 3 / 3 0  f 0 ,  91d 1 3 / 0 0  k 0 f 5 8 d  4 / 7 3  + 0 , 3 g d  0  
ADP 3 / 7 6  f 0 , 2 4  3 / 5 1  f 0 , 1 8  3 / 9 0  f 0 , 2 4  3 / 4 4  -1 O f 2 8  3 / 2 1  f 0 , 2 0  
AMP 0 , 9 3  f 0 , 0 6  1 / 6 0  f 0 f 0 5 b  2 / 0 8  f 0 , 0 8 "  4 / 0 2  f 0 ,  13d  5 / 1 1  f 0 ,  l Z d  
Las condiciones experimentales se describen en Mktodos. Los valores se expresan en nmol nuclebtidol106 hepatocitos y son el promedio & E.S.M. de, por lo menos, 
8 determinaciones independientes por duplicado. AXP: nucledtido de adenina.": p<0,05; b: p<0,025; ': p4,O 1; d: p<0,005. Las diferencias signifcativas halladas para 
N L Q ~ o d c u l a d a s x e s p e ~ ~ n h t e n i d n a i i e m p o ~ o , p a * ~ e L m i s m a p a ~ t u s e s t u d i a d a  .............................................. 
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ATP, ADP y AMP constituyen el sistema celular de adenilatos, cuya carga 
energdtica tiene una importante h c i 6 n  regulatoria de actividades enzimaticas y 
metabolismo celular (Atkinson, 1968). Los valores calculados a partir de la Tabla 5.1 se 
muestran en la Tabla 5.2. Se puede observar que: 
a) la carga energetica de adenilatos de 10s hepatocitos Control no varib durante el primer 
periodo de incubation pero disminuyo @<0,05) durante el segundo periodo; 
b) en el caso de 10s hepatocitos tratados con NI, la carga energetica de adenilatos 
disminuy6 significativamente, particularmente en el segundo periodo con NI 25,50 y 100 
yM (p<0,025); 
c) bajo condiciones experimentales sirnilares, el derivado nitrohano NFX no disminuyo 
en forma significativa la carga energktica de adenilatos; 
d) la relacion ATPIADP, reflejo del potencial fosforilante, vario en forma correlacionada 
con la carga energetica; 
e) el contenido total de adenilatos de 10s hepatocitos tratados con NI 25, 50 y 100 yM 
disminuyo significativamente durante ambos periodos de incubacion.Se ha demostrado 
que la viabilidad celular depende, entre otras variables, del ATP intracelular (Redegeld 
y col., 1992). Es por eso que h e  interesante establecer el efecto del NI sobre la liberacibn 
de la actividad LDH a1 medio extracelular, parhetro de viabilidad del hepatocito 
(MoldCus y col., 1978). Se determin6 la salida de LDH de 10s hepatocitos control y 
tratados con NI. Los resultados correspondientes se muestran en la Tabla 5.3. 
.................................................................................................................................... 
TABLA 5.2. Efecto del NI y del NFX sobre 10s parametros del sistema de adenilatos. 
N i t r o -  Tiempo d e  i n c u b a c i b n  (hs )  
compues t o  
(W) 0  1 2  3  4  
P a r a m e t r o :  
N I  ( 0 )  
N I  ( 2 5 )  
N I  ( 5 0 )  
N I  ( 1 0 0 )  
NFX ( 0 )  
NFX ( 2 5 )  
NFX ( 5 0 )  
P a r a m e t r o :  
N I  ( 0 )  
N I  ( 2 5 )  
N I  ( 5 0 )  
N I  ( 1 0 0 )  
P a r a m e t r o :  
N I  ( 0 )  
N I  ( 2 5 )  
N I  ( 5 0 )  
N I  ( 1 0 0 )  
C a r g a  energetics de a d e n i l a t o s :  [ (ATP) + 0 , 5  (ADP) I / [ (ATP) 
O f  8 8  + 0 , 0 3  O f  88 rtr 0 , 0 4  0 , 8 8  + O f O 3  0 , 8 0  + 0 , 0 3  
0 , 8 9  f 0 , 0 4  0 , 8 8  t 0 , 0 6  0 , 8 7  f 0 , 0 3  0 , 7 1  f 0, 02b 
0 , 8 8  f 0 , 0 2  0 , 8 4  f 0 , 0 2  0 , 8 2  + OfO2 0, 6 1  + 0 ,05"  
O f 8 8  f O f O 5  O f 8 2  rt OfO8 0 , 7 5  f 0 ~ 0 4 ~  0 , 5 3  + 0 f 0 4 C  
0 , 8 9  f 0 , 0 6  0 , 8 9  f 0 , 0 4  O f 8 8  + 0 , 0 3  O f 8 4  + 0 , 0 3  
0 , 9 1  f 0 , 0 4  O f 8 3  + 0 , 0 2  0 , 8 3  + 0 , 0 3  0 , 8 3  + O f O 3  
O f  8 9  + 0 , 0 4  0 , 8 3  + 0 , 0 3  0 , 8 3  + 0 , 0 5  0 , 8 1  f 0 , 0 4  
(ATPI / (ADP) 
5 / 1 4  + 0 , 3 6  5 / 1 6  + O f 3 3  4 / 8 5  f 0 , 2 6  3 / 7 8  + Of22" 
5 / 4 5  + O f 2 5  5 / 0 6  f 0 , 3 8  4 / 4 9  + 0 , 1 8  2 / 9 0  + 0 f 2 4 d  
5 / 3 0  + O f 2 9  4 , 2 3  + 0 , 2 6  3 / 8 4  f O , l O C  1 / 8 5  It 0 , 2 1 d  
5 / 1 5  rt 0 , 4 0  3 / 7 9  + 0 ,32"  3 / 5 3  + 0 ,33"  1 / 3 8  f 0 ,  15d  
(ATP) t (ADP) + (AMP) 
2 4 / 9 0  f 0 , 6 0  2 4 / 2 0  + 0 , 8 0  2 3 / 3 0  + 0 , 5 0  1 7 / 8 0  If: 0 ,  50b 
2 6 / 3 0  f 0 , 8 0  2 4 , 3 0  + 1 / 1 0  2 2 / 2 0  + Of60a  1 6 / 6 0  f Of4OC 
2 4 / 8 0  + 0 , 3 0  2 1 / 0 0  + Of40b  2 1 / 3 0  + 0 , 4 0 b  1 3 / 7 0  + 0,90"  
2 4 / 9 0  + 1 / 1 0  1 8 / 4 0  + O,9Oc 1 8 , 9 0  + Of6OC 1 2 / 2 0  f Of50d  
+ (ADP) + (AMP)] 
0 ,  67 f 0 , 0 4 "  
0 , 5 0  + 0 , 0 4 "  
0 / 4 5  + 0,  03d 
0 , 1 9  + 0 ,  O l d  
0 , 8 3  f 0 , 0 3  
0 , 8 1  f 0 , 0 3  
0 , 8 0  + 0 , 0 4  
TABLA 5.3. Efecto del M sobre la perdida de actividad LDH en hepatocitos de rata. 
Tiempo de 
incubaci6n 
(hs) 
LDH (m-unidades /lo6 celulas ) 
Las condiciones experimentales se descriien en Mktodos. Los valores representau el promedio * E.S.M. de, por lo 
menos, tres determjnaciones independientes. 
d: pM<0,005, respecto del valor obtenido a tiempo cao en las &mas condiciones experimentales. 
Se puede observar que, en 10s hepatocitos tratados con NI, la actividad LDH en el 
medio extracelular no se increment0 por encima del valor control, except0 despues de 
cuatro horas de incubation con NI 50 o 100 pM. En 10s hepatocitos control (incubados 
con DMFA) la presencia del solvente no afecto la salida de LDH al medio extracelular, 
comparada con un sistema carente de DMFA (control de solvente). 
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5.2. Transferencia de electrones y la fosforilaci6n oxidativa en hepatocito aislado. 
La regulation del nivel de ATP en hepatocitos depende de la fosforilacion 
oxidativa mitocondrial (Jones y col., 1992; Brand y col., 1993) y, en consecuencia, se 
estudio el efecto del NI sobre la transferencia de electrones en mitocondrias. La Tabla 5.4 
muestra el efecto del NI sobre la respiracion sensible a antirnicina y la respiracion 
insensible a antimicina en hepatocitos. Esta ultima no h e  afectada significativarnente por 
el NI, per0 la prirnera h e  inhibida en un 20% y 69% en presencia de NI 100 y 200 yM, 
respectivamente (valores A-B; Tabla 5 -4). 
La Tabla 5.5 muestra el efecto del NI sobre la velocidad de respiracion en 
mitocondrias acopladas, con MGM o succinato como sustratos. Se puede observar que: 
a) con MGM con sustrato y mitocondrias en estado metabolic0 "3" (respiracion activa o 
descontrolada; Chance y Hollunger, 1963), el NI produjo inhibition significativa de la 
respiracion (34%, 5 1% y 63% con NI 50, 100 y 200 yM, respectivamente); 
b) con la misma mezcla de sustratos y mitocondrias en el estado metabolic0 "4", el NI 
activo la respiracion en grado significativo (1,5 veces, con NI 200 yM), induciendo asi, 
el estado metab6lico "3u" ("3un, Chance y Hollunger, 1963); 
c) como resultado de las variaciones opuestas de la respiracibn en el estado "3" y "3uV, 
el indice de control respiratorio calculado como la relacion Estado "3"lEstado "4" (o "3u") 
disminuyo significativamente; 
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d) con succinato como sustrato y rnitocondrias en estado "3", el NI no afecto la velocidad 
de respiracion, per0 con mitocondrias en estado "4", el NI activo significativarnente la 
oxidation del succinato (2,2 veces). 
TABLA 5.4. Efecto del NI sobre la respiracion en hepatocitos. Influencia de la antirnicina. 
Velocidad de respiraci6n 
[n atomos 0 x (min)-I x (lo6 ~elulas)-~] 
- -  
A: antimicina 0 pM B: antimicina 25 pM A-B 
La respiracibn en hepatocitos fue medida tal como se desmie en M6todos. La mezcla de reaccibn contenia 6 x lo5 dlulas/ml suspendidas 
en solucibn Krebs-Henseleit, suplementada con HEPES 12,5 mM, pH 7,4 y saturada con oxigeno. Los valores representan la media * 
desvio estsndar de tres determinaciones independientes realizadas por duplicado. 
": p<0,05 respecto de NI 0 pM en las mismas condiciones experimentales. 
TABLA 5.5. Efecto del NI sobre la oxidation de sustratos por rnitocondrias de higado de rata. 
Velocidad de oxidaci6n 
[n atomos 0 x (min) x (mg proteins)-'1 
Estado "3"  
(A) 
Estado "4"  
o " 3 ~ "  ( B )  
0 
2 5  
5 0  
1 0 0  
200  
Control 
Sustrato: L-malato 5,O mM + L-glutamato 5,O mM 
81,9 f 2,7 19,3 f 2,5 4,47 * 0,57 
71,3 f 6,6 20,9 f 2,8 3,68 f 0,64 
5 4 , l  f 4,5d 22,4 f 3,dd 2,65 f 0,47" 
39,9 f 0,5" 26,O rt: 5,4' 1 , 7 1  f 0,Z8d 
30,O f 4,3" 3 1 , l  f 6,3" 1,00 f O,O8" 
101,8 f 2,O 20,2 f 1,5  5,19 + 0,48 
0 
2 5  
5 0  
1 0 0  - 
200  
Control 
Sustrato: succinato 1 0  mM 
1 5 6  f 5,9 39,3 k 2,7 
1 6 9  f 3,8 47,O + 3,8 
1 6 6  f 6,8 54,8 f 4,Zb 
157  f 9,9 67,8 f 6,5" 
1 4 1  + 7,8 87,6 f 6,4" 
1 6 0  41,1 
Las condiciones experhentales se h b e n  enM&odos. Los valores son el promedio * E.S.M. de cuatro determjnaciones independientes 
realizadas por duplicado. Control, muestra sin DMFA. ": p<0,05; b: p<0,025; ': p<0,01; d: p<0,005. 
De acuerdo con el efecto del NI sobre la respiracion mitocondrial en el estado 
metabolico "4" (Tabla 5.5), el agregado de NI a un sistema conteniendo mitocondrias 
y succinato (en ausencia de ADP) cambib 10s niveles redox de 10s citocromos c + G ,  y 
b reducidos hacia su estado oxidado. Un experiment0 tipico se describe en la Figura 
-
5.2. El efecto del NI sobre 10s citocromos c + c, h e  dependiente de la concentracion, 
concordando con 10s resultados presentados en la Tabla 5.5. 
1 MIN 
u
FIGURA 5.2. Efecto del NI sobre el estado redox de 10s citocromos (g + c,) y b. La mezcla de reacci6n se 
describe en la leyenda de la Tabla 5.5 y contenia rotenona 3 pM y 0,5 mg de proteina 
mitocondrial/ml. Succinato 10 m M  (S) y NI (100 pM, salvo que se indique lo contrario) fueron 
agregados cuando se indica en la Figura. C (control) indica 40 p1 de DMFA, el mismo volumen que 
la soluciCn de NI. El par de longitudes de onda utilizado esth indicado en la Figura. La. variaciones 
de 10s trazados hacia arriba o hacia abajo indican reduccion u oxidation de 10s citocromos, 
respectivamente. Cuando se midid la reduccion del citocromo h la variation de absorbancia h e  
compensada despds del agregado de N1. Otras condiciones experimentales se describen en 
Mktodos. 
En otra serie de experimentos se estudio el efecto del NI sobre la transferencia 
de electrones en membranas mitocondriales rotas (mitocondrias desacopladas). Los 
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resultados presentados en la Tabla 5.6 muestran que, en ausencia de antimicina, el M 
inhibio la oxidacion del NADH en una forrna dependiente de la concentracibn. En 
cambio, 10s derivados nitrofuranos NFZ y NFA, s61o lo hicieron en forma muy dCbil 
o no la inhibieron, respectivarnente. 
TABLA 5.6. Efecto de 10s nitro-cornpuestos sobre la actividad NADH-oxidasa mitocondrial. 
Nitrocompuesto 
(VM) 
Antimicina Consumo de oxigeno 
(pg/mg proteina) [n 6t 0 x (min)-I x (mg proteins)-'1 
Ninguno 
NI (50) 
NI (100) 
NI (200) 
NFA (220) 
NFZ (200) 
NF-pirazol (200) 
NF-triazol (200) 
Ninguno 
NI (100) 
NF-pirazol (100) 
El consumo de oxigeno fbe medido polaro@camente. Las condiciones experimentales se describen en Mktodos. La mezcla de reaccibn 
contenia mitocondrias rotas (20 mg de proteinalml), NADH 2,5 mM y nitro-compuesto como se indicb anteriormente. Los valores 
representan el promedio de, a1 menos, determinaciones por duplicado. Entre parhtesis, porcentaje de inhiiicibn del consumo de oxigeno. 
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El NF-pirazol y el NF-triazol, dos derivados nitrofiranos que, en presencia de 
dadores de electrones y oxigeno, consurnen oxigeno y producen radicales del oxigeno 
(Fernhdez Villamil y col., 1990b; Dubin y col., 1991), incrementaron el consurno de 
oxigeno catalizado por las membranas rnitocondriales independientemente de la presencia 
de antimicina en el medio de reaccibn. Los resultados presentados en la Tabla 5.6 prueban 
que las membranas mitocondriales estudiadas podrian catalizar la reduccibn del grupo 
nitro a traves de un ciclo redox. Esta cathlisis no ocurrio con NI. Estas observaciones 
heron confirmadas usando ascorbato como dador de electrones (Tabla 5.7). 
TABLA 5.7. Efecto de 10s nitrocompuestos sobre la oxidacibn del ascorbato. 
Nitro- Consumo de oxigeno 
compuesto (IN) (VM O2 x m i n - I  x mg proteins-l) 
Ninguno 
NFX (300) 
NFA (200) 
NFZ (200) 
NI (220) 
La mezcla de reacci6n conteda ascorbato de Na 5,O mM, DETAPAC 1,O mM, soluci6n Tris-HC10,l M, pH 7,5 y nitro- 
compuesto como se indica. El consumo de oxigeno h e  medido polarogriificamente. Otras condiciones experimentales 
se indican en Mktodos. Los valores representan el promedio * E.S.M. de, por lo menos, tres det&aciones 
indepdientes realizadas por dqlicado. 
--- --_------------- ---- ................................................................... 
5.3. Actividad ATPasa latente. 
En mitocondrias, la enzima FIFO-ATP sintasa es un componente esencial del 
sistema transductor de energia. Tomando esto junto con 10s resultados descriptos en la 
Tabla 5.5, se examin6 la accion del NI sobre la actividad latente de la enzima ATPasa. 
Los resultados presentados en la Tabla 5.8 muestran que, tanto el NI 100 pM como NI 
200 pM, estimularon la hidrolisis de ATP, en contraste con 10s resultados obtenidos con 
las membranas mitocondriales rotas, en las cuales la actividad ATPasa latente no h e  
modificada en grado significative por la presencia de NI. 
TABLA 5.8. Efecto del NI sobre la hidrblisis de ATP en mitocondrias acopladas y 
desacopladas. 
NI Actividad ATPasa (m-unidades/mg proteina) 
Mitocondrias acopladas Mitocondrias desacopladas 
La actividad F,F,-ATP sintasa ATPasa h e  medida por la velocidad de hidr6lisis de ATP. La mezcla de reaccibn 
contenia 0,32-0,68 mg de proteina mitocondridml. Otras condiciones experimentales se descriien en Mdtodos. Los 
valores representan el promedio k E.S.M. de 4 medidas independientes.": p<O,Ol; b: p<0,001 respecto de NI 0 pM. 
Aumento del volumen mitocondrial (swelling). 
En presencia de aniones perrneantes, el Ca2' es acumulado rapidamente por la 
mitocondria en un proceso dependiente de energia que induce el aumento del volumen 
mitocondrial y la liberacih de H+ (Lehninger y col., 1967; Pietrobon y col., 1990). La 
Figura 5.3 muestra que: 
a) con MGM como sustrato (trazados A y B), el NI inhibio el swelling mitocondrial en 
un 84%; 
b) el swelling dirigido endogenamente h e  estimulado por NI (trazados C y D); 
c) el swelling dirigido por succinato fue inhibido un 25% por NI (trazados E y F). En 
todos 10s casos, el agregado de EGTA bloque6 el swelling mitocondrial, demostrando asi 
el papel del Ca2+ en la variation del volumen mitocondrial. La contraction del volumen 
mitocondrial por EGTA y ATP (Figura 5.3, trazados E y F) fbe inhibida un 27% en 
presencia de NI. La Tabla 5.9 resume el efecto de concentraciones crecientes de NI sobre 
el consumo de Ca2+. Se puede observar que, con MGM como sustrato, el NI disrninuyo 
la velocidad de swelling a las misrnas concentraciones que inhibieron la oxidation del 
MGM (Tabla 5.5), mientras que con succinato, el NI solo inhibio el consumo de Ca2+ a 
una concentracion de 200 pM. 
($;:t/O' w;,OOO / 
2 MIN -
FIGURA 5.3. Efecto del NI sobre el swelling mitocondrial despuis del agregado de CaZ+. Medio de reaccion: 
Sacarm 0,l IVl, KC1 50 mM, MOPS 20 mM, -PO, 0,2 mM, pH 7,2, rotenona 0,8 pM (solo en 10s 
experimentos E y F) y 0,4 mg de proteina mitocondriaYm1. Sustratos agregados: A y B, L-malato 1,7 
mM, Gglutamato 1,7 mM, malonato 0,8 mM, C y D, sin sustrato exogeno; E y F, succinato 5 mM. NI 
200 pM se agreg6 como se indica en la Figura y las muestras control recibieron el mismo volumen de 
DMFA (DM). CaC4120 pM (CaZ+), EGTA 0,l mM (EG), y ATP 2,5 mM + MgC45 mM (ATP) se 
agregaron como se indica en la Figura Los .trazados poskriores a1 agregado de ATP son leidos teniendo 
en cuenta la escala de A A ubicada mh abajo. 
TABLA 5.9. Efecto del NI sobre el swelling mitocondrial despues del agregado de 
Ca2+. 
Sustrato Parametros de swelling 
Velocidad inicial 
(LA x m i n - l  x mg prot-l) 
Swelling maximo 
(AA x mg prot-l) 
MGM 
Succinato 
Las condiciones experimentales se desmien en la leyenda de la Figura 5.3. Los valores representan el promedio de, al 
menos, dos determinaciones realizadas por duplicado. Entre parhtesis, porcentaje de inhibicibn del swelling 
mitocondrial. 
............................................................................................... 
El agregado de valinomicina a las mitocondrias en presencia de K' y fosfatos 
acelera la penetracion de Kf, la cual puede ser dirigida por la energia derivada de la 
oxidation de sustratos o de la hidrolisis de ATP (Pressman, 1969). La Figura 5.4 muestra 
10s resultados de un experiment0 tipico en el que se estudio el efecto del NI sobre el 
swelling inducido por valinomicina. NI 200 pM inhibib completamente el aurnento del 
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volurnen rnitocondrial sustentado por la oxidation de sustratos endogenos. Por otra parte, 
M inhibio el swelling dependiente de ATP en un grado mucho menor, per0 no se pudo 
obtener la expresi6n cuantitativa de esta inhibition debido a que la velocidad del swelling 
inducido por ATP h e  demasiado rapida como para ser medida. El efecto del M sobre el 
swelling inducido por valinomicina coincide con resultados previos obtenidos con 
esteroides (Boveris y Stoppani, 197 1). 
FIGURA 5.4. Efecto del NI sobre el swelling mitocondriaI despuds del agregado de valinomicma. El medio de 
reaccion fue descripto en la leyenda de la Figura 5.3, except0 que la rotenona fue omitida. Mitocondrias 
(0,75 mg de proteidml), NI 200 pM, valinomicha 80 nM (V), ATP 2 mM, DMFA (DM 40 pl) y 
FCCP 2 pM se agregaron como se indica en la Figura. Otras condiciones experimentales se describen 
en Mktodos. 
A T P  
DM NI V 4. 
- 
4 V ATP 4- 4- 
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!k 
A A = 0 . 0 5  
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5.5. Peroxidacih de lipidos. 
El proceso de peroxidacion lipidica es considerado importante en el daiio hepatic0 
por agentes toxicos (Hogberg y col., 1975; Biasi y col., 1991; Carini y col., 1992). En 
consecuencia, se investigo el efecto del NI sobre la produccion de MDA en hepatocitos. 
I I I 1 
0 1 2 
TIME OF INCUBATION (h) 
FIGURA 5.5. Efecto del NI sobre laproducd6n de MDA en hepatocitos. Las concentraciones de NI se indican entre 
parbesis sobre la Figura. Otras condiciones experimentales se describen en Mktodos. Los valores son 
el promedio de, a1 menos, tres determinaciones independientes realizadas por duplicado y heron 
cornparadas con lamuestra conteniendo DMFA almismo tiempo de incubacibn. ': p<O,Ol; ": p<O,OO 1. 
Los resultados presentados en la Figura 5.5 indican que: 
a) en hepatocitos control, la produccion de MDA aurnenta linealmente en funcion del 
tiempo de incubation; 
b) el NI inhibio la produccion de MDA. Esta inhibition ocurri6 a las rnismas 
concentraciones de NI que afectaron la carga energktica de adenilatos (50 y 100 pM). 
La peroxidacion de lipidos se produce tanto en microsomas como en mitocondrias. 
Por ello, se examino el efecto del NI sobre la produccion de MDA en esas organelas. Los 
resultados presentados en la Tabla 5.10 muestran que el NI inhibio la peroxidacion 
lipidica microsomal, coincidiendo con el efecto observado en hepatocitos. 
TABLA 5.10. Efecto del NI sobre la peroxidacion de lipidos en microsomas y 
mitocondrias de higado de rata. 
Sustancias TBA-reactivas (nmol MDA/mg proteina) 
Microsomas Mitocondrias 
Sistema 
generador 
de NADPH 
Sistema 
t-BuOOH 
NADH 
Las condiciones experimentales se describen en Mktodos. Tiempo de incubacibn, 60 min. (con sistema generador de 
NADPH o mitocondrias) y 15 min. (con sistema t-BuOOH). Los datos representan el promedio de determinaciones por 
duplicado. Enire parhtesis, porcentaje de inhliicibn de la produccibn de sustancias TBA-reactivas. 
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mitocondrias (Hackenbrock, 1967 y 1968; Harris y col., 1968; Knoll y Brdiczka, 1980; 
Pe R ~ b a  y De Robertis, 1984): 
- estado conformacional ortodoxo: es aquel en el que la matriz mitocondrial ocupa 
priicticamente todo el compartimiento interno mitocondrial y tiene un aspect0 granular 
o reticular, la membrana interna presenta las caracteristicas crestas, el espacio entre las 
membranas es minim0 (Figura 5.6). Este estado se observa a bajas concentraciones de 
ADP y cuando la mitocondria no fosforila; 
Ortodoxo Condensado 
FIGURA 5.6. Esquema de 10s estados conformacionales de las mitocondrias. 
- estado conformacional condensado: es aquel en el que la matriz mitocondrial se 
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condensa y aproximadamente el 50% del agua difimde hacia el espacio intermembrana 
(Figura 5.6). El plegamiento de la membrana interna se realiza a1 azar. Las crestas 
mitocondriales e s th  dilatadas, como si formaran lagunas y la matriz mitocondrial, 
ahora mas homogenea, representa solo cerca del 50% del volumen mitocondrial. 
Ademas, es posible encontrar en ciertos puntos la existencia de uniones de contact0 
entre las membranas interna y externa de la mitocondria. Estando en este estado 
conformacional, las mitocondrias son capaces de fosforilar. 
Se estudi6 el efecto del NI sobre la conformation mitocondrial. La Figura 5.7 
muestra las fotografias, obtenidas por microscopia electronica, de las mitocondrias 
incubadas en presencia de M 200 pM. Como control de este experiment0 se utilizaron 
mitocondrias incubadas con DMFA (solvente del NI). La tincion de las mitocondrias 
con tetroxido de osmio (osmiofilia) mostro que la mayoria de las mitocondrias control 
se encontraba en el estado conformacional condensado (66,88%) y, el 33,11% restante, 
correspondia a las mitocondrias en estado conformacional ortodoxo (Figura 5.7 A y 
Tabla 5.1 1). El agregado de NI (concentration 200 pM) a la mezcla de incubaci6n de 
las mitocondrias produjo el pasaje de las mismas, del estado conformacional 
condensado a1 ortodoxo. En estas condiciones experimentales (NI 200 pM), s61o el 
38,26% de las mitocondrias se hallaban en estado condensado. En consecuencia, el 
6 1,74% del total se encontraba en estado ortodoxo o no fosforilante (Figura 5.7 B y 
Tabla 5.1 1). 
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Por otra parte, se sabe que las sales de uranilo, especialmente el acetato de 
uranilo, son ampliamente usadas como "coloraciones electronicas". Los iones uracil0 
forman complejos con una amplia variedad de sustancias y grupos funcionales como 
hidroxilos, carboxilos y fosfatos de las macromolCculas. En 10s especimenes 
biologicos, 10s grupos amino primaries participan en la fijacion de 10s iones uranilo, 
a1 igual que el AT?, con quien estos iones reaccionan especialmente. La interaccion de 
10s iones uranilo con 10s grupos fosfato de 10s cinco fosfonucleotidos induce la 
formacion de un product0 de reaccion altamente electron denso. La reaction uran-afm 
es intensamente positiva en la rnatriz mitocondrial (Carlos Iraldi, en preparation para 
su publication). La presencia de ATP en la matriz rnitocondrial, como resultado de la 
actividad de la ATP sintasa localizada en la membrana interna de la mitocondria 
sugiere que la densidad electronica determinada por la reaccion wan-afm se deba a la 
presencia de nucle6tidos de adenina en la mitocondria. 
La Figura 5.8 muestra las fotomicrografias electronicas de las rnitocondrias 
teiiidas con acetato de uranilo. La reaccion uran-afin k e  positiva en el 933% de las 
rnitocondrias control, coincidiendo con el estado conformacional condensado en el que 
las rnitocondrias fosforilan. 
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TABLA 5.11. Efecto del NI sobre el estado conformacional de las mitocondrias. 
Tratamiento Recuento mitocondrial 
Estado condensado Estado ortodoxo 
Osmiofilia 
Reacci6n 
uran-af in 
La suspensih mitocondrial(2,28 mg de proteina mitocmdridml) fue incubada a 37°C durante 60 min y luego 
procesada tal como se describe en Mktodos. Los valores de recuento mitocondrial corresponden al porcentaje de 
mitocondrias en un deter& estado confomacional respecto del total de mitocondrias presente en el campo del 
microscopio. Otras condiciones experimentales se descriien en Mktodos. 
Las observaciones descriptas en el presente estudio indican que, adem& de su 
acci6n mutagknica (Chiu y col., 1978; Vance y Levin, 1984; Vance y col., 1986; 
Klopman y Rosenkranz, 1991), el NI puede producir alteraciones metabolicas en 
hepatocitos, especialmente en las mitocondrias, como h e  ilustrado por la modification 
de la carga energetics de adenilatos (Tablas 5.1 y 5.2). 
La carga energktica de adenilatos tiene una h c i o n  esencial en la homeostasis 
intracelular (Jones y col., 1992; Brand y col., 1993) y sus variaciones pueden ser 
analizadas empleando la relacion de Atkinson (1968) o la relacion ATPIADP (Tabla 
5.2). Se ha establecido que, para las reacciones que participan en secuencias que 
utilizan ATP, 10s graficos de actividad enzimatica en funcibn de la carga energktica 
tienen pendientes positivas que aumentan con la carga (Klungsayr y col., 1968). Por 
otra parte, para las reacciones que participan en secuencias que regeneran ATP, dichos 
graficos poseen pendientes negativas que aumentan en valor absoluto con la carga 
(Shen y col., 1968). Empleando enzimas de Escherichia coli, la variation de 10s valores 
de carga en el rango 0,7-1,O produjeron la rnhxima variaci6n de la actividad enzimatica 
(Klungsayr y col., 1968; Shen y col., 1968). Las variaciones de carga energktica 
producidas por NI (Tabla 5.2) concuerdan con: 
a) aquellas que afectan enzimas regulatorias (Klungsayr y col., 1968; Shen y col., 
1968) y 
b) aquellas producidas por inhibidores especificos de la glicolisis o de la fosforilacion 
oxidativa (Redegeld y col., 1992; Jones y col., 1992; Brand y col., 1993). Es muy 
interesante que el nitrofiran0 antichaghico NFX haya sido un modificador de la carga 
energetica de adenilatos mucho menos efectivo que el NI (Tabla 5.2), a pesar de su 
capacidad para generar un ciclo redox y producir oxi-radicales en preparaciones 
hepaticas (Docampo y col., 198 1 b). 
La deplecion de ATP, la peroxidacion de lipidos y la perdida de viabilidad son 
fenomenos fbertemente relacionados en hepatocitos (Thompson y Moldeus, 1988; 
Redegeld y col., 1992). En lo que respecta a1 ATP, es sabido que la deplecibn de ATP 
puede causar efectos deleteeos sobre algunas actividades celulares, como el 
rnantenimiento del citoesqueleto (Thompson y Molddus, 1988). El hecho de que el NI 
inhibio la peroxidacion lipidica (Figura 5.4 y Tabla 5.10) indica que no se le podria 
asignar una h c i o n  significativa a 10s productos de la peroxidacion de lipidos como 
intermediarios de la accion del NI. La liberacion de actividad LDH al medio 
extracelular de 10s hepatocitos tratados con NI, la cual indica la perdida de viabilidad 
celdar, se correlacionb con la caida de ATP citosolico (Thompson y Moldkus, 1988; 
Redegeld y col., 1992). El NI increment6 la salida de LDH al medio extracelular, 
especialmente con NI 50 y 100 pM despues de cuatro horas de incubation (Tabla 5.3). 
La baja comelacibn hallada entre la disrninucion de la carga energktica y la viabilidad 
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celular durante las dos primeras horas de incubation (Tablas 5.2 y 5.3) puede ser 
explicada asumiendo que el NI afect6 la produccion intramitocondrial de ATP. Este 
ATP rnitocondrial seria menos efectivo que su contraparte citosolica en controlar la 
estabilidad de la membrana plasdtica (Redegeld y col., 1992). 
Los diferentes resultados obtenidos con M y nifurtimox demuestran que la 
produccion de radicales del oxigeno por el ciclo redox del nifktirnox no afectaria la 
fosforilacion oxidativa en hepatocitos. En este sentido, se debe notar que el nifurtimox 
fie usado a una concentracih mucho mayor que la existente en la sangre de pacientes 
tratados con nifurtimox. La relativa insensibilidad de 10s pariunetros evaluados hacia 
este derivado nitrohano puede ser explicada por la existencia, en hepatocitos, de 
mecanismos protectores contra 10s oxi-radicales (Dubin y col., 1983 y 1984). 
La inhibicion de la transferencia de electrones y la fosforilaci6n oxidativa puede 
contribuir a la accion toxica del NI en hepatocitos. Esta inhibicion no ha sido descripta 
anteriormente y, adem&, resulta interesante resumir sus caracteristicas principales. Asi: 
a) NI inhibio la transferencia de electrones a1 Sitio I, como se mostro por el efecto de 
10s sustratos en la Tabla 5.5; 
b) la inhibition de la transferencia de electrones tarnbikn ocurri6 con membranas 
rnitocondriales rotas (Tabla 5.6), lo que indico una accibn directa sobre el mecanismo 
del transporte de electrones, probablemente a nivel de la flavoproteina NADH- 
deshidrogenasa; 
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c) a concentraciones equivalentes de NI, la inhibicion del transporte de electrones en 
membranas mitocondriales rotas fie menor que con mitocondrias intactas (Tablas 5.5 
y 5.6). Esto sugiere una menor contribucion de la inhibicibn de la transferencia de 
electrones a la accion del M sobre la mitocondria; 
d) la concentracion de NI necesaria para inhibir el 50% de la actividad mitocondrial en 
mitocondrias intactas fie aproximadamente 100 pM (Tabla 5.5). Esto significa que el 
NI h e  un inhibidor rnucho mits dkbil que la rotenona, piercidina y esteroides (Boveris 
y Stoppani, 1970); 
e) a diferencia de 10s cornpuestos nitrofinnos, M no estuvo involucrado en reacciones 
de ciclo redox a nivel del Sitio I, probablemente debido a diferencias en las estructuras 
moleculares (Tabla 5.7); 
f) la inhibicion de la transferencia de electrones y energia a1 Sitio I previno la 
energizacion del consumo de Ca2+ por la mitocondria y, consecuentemente, el swelling 
(Figura 5.2 y Tabla 5.9); 
g) a1 igual que 10s tipicos desacoplantes de la fosforilacion oxidativa (Chance y 
Hollunger, 1963), el NI libero la respiration controlada por sustratos, carnbio el estado 
redox de 10s citocrornos reducidos (Figura 5.1), libero la actividad ATPasa latente 
(Tabla 5.8) y previno la entrada de K" dependiente de valinomicina (Figura 5.3) como 
otros inhibidores de la transferencia de electrones a1 Sitio I, por ejemplo, la 
androsterona (Boveris y Stoppani, 197 1); 
- 2 78- 
h) 10s estudios realizados sobre la morfologia rnitocondrial revelaron que el NI produjo 
el pasaje de las rnitocondrias del estado conformacional condensado (fosforilante) a1 
ortodoxo (no fosforilante) (Figuras 5.7 y 5.8), concordando con 10s resultados de 10s 
estudios bioquimicos mencionados anteriormente. 
En conjunto, 10s efectos del M consisten en una accion compleja sobre 10s 
mecanismos conservadores de energia en rnitocondrias, incluyendo inhibicion del 
transporte de electrones y desacople de la fosforilacion oxidativa. Los efectos del NI 
sobre la mitocondria se conrelacionan con la accion del NI en hepatocitos, 
especialmente sobre la carga energetics. 
Finalrnente, la inhibicion de Ca2+ por el NI requiere un comentario especial. El 
mantenimiento de una baja concentration de Ca2' citosolico libre es un rasgo comh 
a las cklulas eucarioticas (Pietrobon y col., 1990). Existen varios mecanismos que 
aseguran la regulation de 10s niveles de Ca2* en el citoplasma y su acumulacion dentro 
de las organelas. El transporte de Ca2+ rnitocondrial tiene una funcion esencial en el 
metabolismo de dicha organela celular y, adem&, la prevencion de la entrada de Ca2" 
a la mitocondria causada por el NI podria contribuir a su toxicidad en hepatocitos. 
RESUMEN Y CONCLUSIONES 
En el presente trabajo de Tesis se realizo el estudio de: 
1) el metabolismo microsornal hepatic0 del nitrohano antichagasico nifurtimox (NFX); 
2) el mecanismo de accion del5'-nitroindol (NI), nitrocompuesto utilizado como modelo 
experimental, en microsomas, mitocondrias y hepatocitos de rata, con el objeto de 
contribuir al esclarecimiento de 10s procesos bioquimicos involucrados en el mecanismo 
de accion de 10s nitroderivados en higado de rata. 
1) Los estudios realizados acerca del metabolismo del NFX en microsomas de higado de 
rata demuestran que: 
a) el NFX es reducido por 10s microsomas hepaticos; 
b) la velocidad de reaccibn es dependiente de la concentracion de oxigeno en el medio; 
c) esta reaccion es especifica para NADPH como dador de equivalentes de reduccion; 
d) como resultado de la reduccibn del NFX se forman productos no reoxidables; 
e) la velocidad de reduccion del NFX h e  proporcional a la actividad NADPH-citocromo 
P-450 reductasa microsomal hallada en las distintas preparaciones microsomales 
estudiadas (Co-proto, CoCl, , Metimazol y Control), tanto en condiciones aerobicas como 
en anaerobiosis; 
f) la cinetica de la reduccion del NFX sigue un modelo cinetico complejo, sugiriendo la 
presencia de cooperatividad positiva y negativa, dependiendo de la concentracion de 
sustrato presente en el medio de reaccion; 
g) el monoxido de carbon0 no ejerce un efecto inhibitorio sobre la reduccibn del NFX; 
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h) el clotrimazol, conocido inhibidor del citocromo P-450, no modific6 la velocidad de 
reduccion del NFX; 
i) el AADP, inhibidor competitivo de la enzima NADPH-citocromo P-450 reductasa 
inhibid la actividad nitro-reductasa de 10s microsomas hepaticos, utilizando como sustrato 
a1 NFX. 
Estos datos evidencian la participacidn de la enzima NADPH-citocromo P-450 
reductasa en el metabolismo microsornal hepatic0 del NFX. El citocromo P-450 no estaria 
involucrado en este proceso. 
El andisis espectrofotometrico y por cromatografia en placa delgada y HPLC de 
10s productos de la reduccion del NFX permitio evidenciar la formaci6n de varios 
metabolitos derivados del nitrofurano, a h  no identificados por 10s metodos utilizados, 
sugirikndose la formacion del derivado arnina correspondiente a1 NFX. 
2) Se estudio el mecanismo de accion del5'-nitroindol (NI) en microsomas, mitocondrias 
y hepatocitos aislados de rata. Los resultados presentados en este estudio demuestran que 
este nitrocompuesto: 
a) caus6 la muerte celular en una forma dependiente de la concentracidn de droga y del 
tiempo de incubacion; 
b) provoco la caida del contenido intracelular de ATP y el aurnento de 10s niveles de 
AMP, sin variacih en el ADP. Como consecuencia de estas variaciones, disminuyo la 
carga energetics de adenilatos y la relaci6n ATP/ADP; 
c) produjo el desacople de la fosforilacion oxidativa mitocondrial; 
d) estimul6 la actividad FIFO-ATPasa mitocondrial; 
e) inhibib el transporte de Ca2+ y K+ a la mitocondria; 
f) produjo el pasaje de las mitocondrias del estado conformacional condensado 
(fosforilante) a1 ortodoxo (no fosforilante) y la negativizacion de la reacci6n uran-afin, 
reflejo de la presencia de ATP; 
g) inhibi6 la peroxidacion lipidica tanto en microsomas y mitocondrias como en 
hepatocito aislado; 
Estos resultados sugieren que el NI ejerce su acci6n citotoxica sobre 10s 
mecanismos conservadores de energia en las mitocondrias, a travds de la inhibicibn de la 
transferencia de electrones y el desacople de la fosforilacion oxidativa. 
Teniendo en cuenta que 10s nitrofuranos se utilizan en medicina humana como 
antimicrobianos, antiparasitarios y agentes radiosensibilizantes, la extension de 10s 
resultados obtenidos en este trabajo podria contribuir a dilucidar 10s mecanismos de 
accion de 10s nitroderivados, para poder crear mejores f h c o s ,  mas efectivos en su 
accion y menos t6xicos para el huksped. 
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